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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Despacho

Re.: Expediente No. NC2016/0000433
Solicitud de Patente de Invencion titulada:
“"PROCESO DE OBTENCION DE UN COMPUESTO DE
ASPERSION CELULAR DE FIBROBLASTOS Y
QUERATINOCITOS HUMANOS EN SOLUCION PARA
REGENERAR LESIONES CUTANEAS”.
Solicitante: EDUARDO ALVARO GALUE

RESPUESTA AL OFICIO No. 12197 DE 2017

MARIBEL HERNANDEZ QUINTERO, identificada con la cédula de
ciudadania numero 52.195951 de Bogotd y Tarjeta Profesional
nimero 106.991 del C. S. de la J., en mi calidad de apoderada del
senor EDUARDO ALVARO GAULE, me permito manifestar lo siguiente
ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal
previsto en el articulo 45 de la Decision 486 de 2000 de la Comunidad

Andina, en los siguientes términos:

1. Reivindicaciones relativas a un uso

Se reescribid la Reivindicacion 13 (nueva reivindicacion 10), la
cual hacia referencia a un uso de la invencion de acuerdo a las
sugerencias del Examinador.

2. Titulo

Atendiendo la sugerencia del Examinador, me permito modificar
el titulo de la presente solicitud como sigue:

“"PROCESO DE OBTENCION DE UN COMPUESTO DE
ASPERSION CELULAR DE FIBROBLASTOS Y



QUERATINOCITOS HUMANOS EN SOLUCION PARA
REGENERAR LESIONES CUTANEAS”

3. Modificacion a las Reivindicaciones

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la
Decisién 486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en
cualquier momento del tramite, presento junto con este memorial
nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de 10 reivindicaciones
y reemplaza completamente el capitulo presentado anteriormente.
En el nuevo capitulo reivindicatorio se realizaron las siguientes
modificaciones:

3.1 En la antigua reivindicacion 1, se incorporan las caracteristicas
de la antigua reivindicacidon 2 “en donde en la etapa a) se obtiene
una muestra de piel de un paciente en condiciones estériles por
medio de un dermatoma para obtener una lamina de piel;
posteriormente, se lava la muestra de piel al menos 3 veces con una
soluciéon salina de fosfatos (PBS) 1X conteniendo 10% v/v de
estreptomicina/penicilina; después, lava al menos 3 veces con una
solucidn de PBS 1X conteniendo 1% v/v de estreptomicina/penicilina;
después del lavado de la muestra de piel, se incuba con Dispasa, a
una concentracion de 1.79 unidades/mg en condiciones de
temperatura de 4°C por al menos 16 horas para obtener una capa
de epidermis y una capa de dermis; al cabo de las 16 horas, separar
las dos capas mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas
capas en contenedores estériles e independientes”, para darle
claridad a la invencidn.

3.2 En la antigua reivindicacién 2 (nueva reivindicacion 1), se
incorporan las caracteristicas de las antiguas reivindicaciones 4 y 5
en donde la soluciéon antibidtica/antimicotico es
“estreptomicina/penicilina” y en donde la enzima es “Dispasa”, para
darle claridad y concisidn a la invencién de acuerdo a las sugerencias
del Examinador.

3.3 Se elimino la expresidon “preferentemente” del capitulo
reivindicatorio para darle claridad a la invencion.



3.4 En la antigua reivindicacion 7 (nueva reivindicacion 4) se
elimind la expresion “por un periodo de” la cual era confusa y para asi
dar claridad a la materia reclamada.

3.5 En la antigua reivindicacion 8 (nueva reivindicacion 5) se
reemplazé la unidad del tamaifo de poro de “40 pm” por “40 pm” de
acuerdo a las sugerencias del Examinador.

3.6 En la antigua reivindicacion 9 (nueva reivindicacion 6) se
reemplazod el porcentaje de una confluencia del “"0%"” por *100%" de
acuerdo a las sugerencias del Examinador.

3.7 En las antiguas reivindicaciones 10 y 11 (nuevas
reivindicaciones 7 y 8) se reemplazé la unidad “ce” por “cc” para dar
claridad a la invencion.

3.8 En la antigua reivindicaciéon 11 (nueva reivindicacién 8) se
reemplazd la expresion “aspersor fibrijet” por “dispositivo de
aspersion celular” y asi dar claridad a la invencién.

3.9 Se eliminaron las antiguas reivindicaciones 4 y 5 del capitulo
reivindicatorio.

3.10 En el capitulo reivindicatorio se corrige el error tipografico
“reticulatne” por “reticulante” de acuerdo a las sugerencias del
Examinador.

3.11 Se reenumero el capitulo reivindicatorio y sus dependencias,
de acuerdo a las modificaciones anteriores.

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas
no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente
solicitud y se realizaron con el animo de superar las objeciones de
claridad y nivel inventivo planteadas por el examinador en su
concepto técnico.

4. Pago de tasas

En relacion con el niumero de reivindicaciones, atentamente nos
permitimos decir que no se adjunta tasa por reivindicaciones
adicionales, toda vez que el nuevo capitulo reivindicatorio tiene un
numero menor de cldusulas que el originalmente presentado y es en



esencia el mismo objeto, pero mas limitado y definido con mayor
claridad.

5. Claridad de la solicitud

5.1 Reivindicaciones (Art. 30)

El solicitante manifiesta que mediante la presentacién del nuevo
capitulo reivindicatorio quedan subsanadas la totalidad de las
objeciones, de modo tal que las nuevas reivindicaciones
proporcionan claridad y concision a la invencion descrita, siguiendo
las recomendaciones realizadas por el examinador en su concepto
técnico.

En relacidon con la antigua reivindicacion11 (nueva reivindicacién 8)
que hace referencia a un aspersor fibrijet, es deseo del solicitante
manifestar que el dispositivo de aspersion celular se utiliza para la
entrega simultanea de dos productos biolégicos no-homogéneos que
comprenden fluidos, suspensiones y soluciones celulares los cuales
reaccion entre si al entrar en contacto en el aire para su utilizacion
como un compuesto regenerativo tisular, aplicado sobre un sitio de
lesion de tejido dérmico y/o epidérmico causado por alguna lesién.

El dispositivo consiste en dos cartuchos estériles desechables tipo
jeringa de 10 cc a 50 cc cada uno con su émbolo movible y adaptador
hermético para la dispension de los fluidos, ensamblados sobre un
sistema de sujecion tipo pistola con punta para aspersidon conica, y
acoplado a una unidad reguladora de presion de aire a través de un
filtro estéril de aire.

La unidad reguladora de presion de aire es adaptable a compresores
de aire y cuenta con salida dual hacia el dispositivo para empleo tanto
en la linea de aspersion como en la linea de empuje de cartuchos. La
salida de aire a la linea de aspersién a 15-50 PSI que se acciona
mediante un pedal mecanico. La linea de empuje de cartuchos esta
caracterizada por poseer un circuito neumatico interno que permite
el paso de aire por medio de una valvula que es accionada por medio
de gatillo, el cual comprime un resorte de 6 mm de carrera
permitiendo el paso de aire desde el regulador hacia los cartuchos a
la presién deseada.



El sistema de sujecion permite la adaptacion de cartuchos de
diferentes calibres y con distintas capacidades volumétricas, y cuenta
con un mango ergondmico que encierra las conexiones del circuito
neumatico actuador, permitiendo la viabilidad celular de las lineas
celulares implantadas junto con su biomaterial de implantacion.

En consecuencia, nos permitimos indicar que el presente capitulo
reivindicatorio, que incluye 10 reivindicaciones, se ajusta a las
disposiciones del articulo 30 de la Decisién 486/00.

6. Nivel inventivo

El examinador establece en su concepto técnico la falta de nivel
inventivo de las antiguas reivindicaciones 1 y 13 (nuevas
reivindicaciones 1 y 10) a la luz de las ensefianzas técnicas descritas
en el documento ES 2377962T (D1).

A este respecto, me permito indicar que el articulo 18 de la Decisién
486 establece que “Se considerara que una invencion tiene nivel
inventivo, si para una persona del oficio normalmente versada en la
materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado
obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la
técnica”.

Se resalta entonces que lo anterior significa que el analisis de nivel
inventivo NO es una comparacién de los objetos de las anterioridades
y la solicitud en estudio. El analisis de nivel inventivo debe demostrar

la obviedad de la invencién y establecer cobmo ésta no contiene un
salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en
cuenta que se hace necesario demostrar que la invencién analizada
carece de nivel inventivo y hubiese sido obvia para una persona

versada en la materia.

Considerando la anterior definicién, es deseo del solicitante sefalar
que las ensefanzas de D1 no hace obvia la presente invencion.

De forma especifica, es importante tener en cuenta el hecho que la
reivindicacion independiente 1 define:



"Un proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos caracterizado porque se comprende de
las siguientes etapas:
a) separacion de la dermis y epidermis,
b) incubacion en la capa de epidermis,
c) disgregacion de la capa de dermis y proliferacion de
fibroblastos,
d) disgregacion de la capa de epidermis,
e) proliferacion de los queratinocitos en suspension,
f) preparacion de la solucion del agente reticulante de reaccion de
la solucidn de aspersion celular, y
g) preparacion de la solucion de aspersion celular, en donde en la
etapa a) se obtiene una muestra de piel de un paciente en
condiciones estériles por medio de un dermatoma para obtener
una lamina de piel; posteriormente, se lava la muestra de piel al
menos 3 veces con una solucién salina de fosfatos (PBS) 1X
conteniendo 10% v/v de estreptomicina/penicilina; después,
lava al menos 3 veces con una solucion de PBS 1X conteniendo
1% v/v de estreptomicina/penicilina; después del lavado de la
muestra de piel, se incuba con Dispasa, a una concentracion de
1.79 unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C por al
menos 16 horas para obtener una capa de epidermis y una capa
de dermis; al cabo de las 16 horas, separar las dos capas
mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas capas en
contenedores estériles e independientes”

En este sentido, nos permitimos informar respetuosamente nuestro
desacuerdo. El documento D1 citado por el Examinador no aportan

la_motivacidn necesaria para conseqguir nuestra invenciodn,

tampoco proporciona o cita especificamente cada una de las
caracteristicas técnicas esenciales actualmente reclamadas

en la presente invencién y tampoco revela o ensefa las etapas de

“preparacion de la solucion del agente reticulante de reaccidn
de la solucion de aspersion celular, y preparacion de la
solucion de aspersion celular, en donde en la etapa a) se
obtiene una muestra de piel de un paciente en condiciones
estériles por medio de un dermatoma para obtener una
lamina de piel; posteriormente, se lava la muestra de piel al
menos 3 veces con una solucion salina de fosfatos (PBS) 1X
conteniendo 10% v/v de estreptomicina/penicilina; después,




lava al menos 3 veces con una solucion de PBS 1X conteniendo

1% v/v de estreptomicina/penicilina; después del lavado de
la muestra de piel, se incuba con Dispasa, a una concentracion
de 1.79 unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C
por al menos 16 horas para obtener una capa de epidermis y
una capa de dermis; al cabo de las 16 horas, separar las dos
capas mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas

capas en contenedores estériles e independientes”, como se
encuentra definido en la nueva reivindicacion independiente 1. En

vista de lo anterior, se demuestra que una persona experta en la
materia no podria y no habria llegado a la presente invencion en vista
de la anterioridad citada como D1.

En este sentido, nos permitimos informar que el documento D1
simplemente se limita a describir una composicion de regeneracion
tisular formada por dos componentes: un primer componente que
comprende fibrindgeno (que es la solucién de suero acelular
plasmatico empleada en la solucion de aspersién celular de la
presente solicitud), y un segundo componente formado por trombina
mas fibroblastos y queratinocitos; ambos componentes se aplican
mediante pulverizacion al sitio de la herida. En los ejemplos 1 y 2 del
documento D1 se indica el procedimiento de obtencién de
queratinocitos y fibroblastos a partir de muestras de piel, y la
composicion de los componentes 1 y 2 de la mencionada composicion
de regeneracion tisular. Sin embargo, no se detallan las etapas del
proceso con tanta profundidad como en la solicitud, y no se describen
las condiciones concretas de cada paso que son reivindicadas en la
solicitud: por ejemplo, la concentracion exacta de la enzima de
disgregacién  celular, los lavados, el tratamiento con
estreptomicina/penicilina de la muestra de piel, o los procesos de
obtencion de queratinocitos y fibroblastos a partir de la epidermis y
la dermis ya separadas; ademas, los dos componentes empleados en
D1 son diferentes a las soluciones de agente reticulante y de
aspersion celular de la solicitud, pues en D1 se describe, por un lado,
la solucidon de fibrindgeno, y, por otro las células con la trombina,
mientras que en la solicitud, la trombina se prepara por separado, y
las células se suspenden en el suero celular plasmatico (equivalente
al fibrindbgeno de D1). Por tanto, no se considera que la informacion
descrita en el documento D1 afecte la novedad, ni el nivel inventivo
de las reivindicaciones 1 a 10 de la presente solicitud.



Ahora bien, el solicitante desea hacer énfasis en el hecho que el
proceso de la presente solicitud se basa en diferentes aspectos
técnicos frente al arte previo citado como D1, a continuacién, se
describe que:

1.- Origen del tejido:

En el documento D1 el aislamiento celular de los fibroblastos y
gueratinocitos humanos se basa a partir de prepucio de recién
nacido. Esto conlleva que solamente el proceso esta basado en tejido
alogénico o de donacién.

En la presente solicitud el aislamiento celular de los fibroblastos y
queratinocitos humanos se basa a partir de una lamina de piel
obtenida por un instrumento quirdrgico denominado dermatoma, la
cual el tejido puede ser autdlogo (del propio paciente) o alogénico
(de donacion). Esto con lleva abrir mas el horizonte para la
reparacion tisular en diversos pacientes.

2.- Diferencias en la Expansion celular in vitro y estado de las
células:

En el documento D1 la expansion in vitro de los fibroblastos vy
queratinocitos estan basados principalmente en la suplementacion
del medio de cultivo con Suero Bovino Fetal. Para posteriormente se
inactivadas mitdticamente por inhibidores o agentes quimicos o
agentes fisicos para su post pulverizacion.

En la presente solicitud, la expansién in vitro de los fibroblastos vy
gueratinocitos estan basados principalmente en la suplementacién
del medio de cultivo con Plasma humano autdlogo del paciente que
sera tratado. Esto garantiza la disminucion del rechazo inmunoldgico
en su post implantacién y la fabricacion de un tratamiento
personalizado si es tejido cutdneo del paciente a tratar. Sumado a
esto, las células pulverizadas se localizan en su estado puro y natural
bioldgico sin manipulacion genética o de su estructura celular.

3.- Diferencias en el Compuesto 1:



En el documento D1, el compuesto 1 de pulverizacion comprende de
fibrina humana la cual proviene de un producto comercial
denominado Tisseel o Tissucol de la compafia farmacéutica Baxter,
donde se sintetiza en dicho producto comercial la proteina
denominada Fibrina que sirve como pegamento para heridas a partir
de tejido sanguineo de donadores por lo que puede conllevar el riesgo
de transmitir agentes infecciosos como virus y en teoria, el agente
de la enfermedad de Creutzfieldt-Jakob (CID). Por tal motivo, el
compuesto 1 comprende un Unico componente que comprende
solamente la molécula de fibrina humana a partir de un producto
comercial de la compafiia Baxter.

En la presente solicitud el compuesto 1 de pulverizacion esta basado
en la combinacidon de plasma rico en plaquetas obtenida de a partir
de la separacion del tejido sanguineo del paciente a tratar y de un
crio preservado de plaquetas de un banco de Sangre con ambas
lineas celulares el cual contiene la molécula de fibrina humana como
biomaterial de implantacion. La fibrina humana obtenida del
paciente a tratar representa grandes ventajas del proceso debido a
que proporciona un suministro de factores de crecimiento derivados
de plaquetas humanas en su estado natural como son: (PDGF),
(VEGF), (EGF), (KGF), (FGF), (BMPs), (G-CSF), (GMCSF), (HGF),
(IGF), (TPO), (TCGF), que potencializa la regeneracién de la herida y
propicia un micro y macro ambiente mas idéneo para las células
implantadas y sobre todo ayuda a disminuir o eliminar el rechazo
inmunoldgico de las células implantas en el caso de ambas lineas
celulares provengan de tejido de donacién. Por tal motivo, el
compuesto 1 de la solicitud actual comprende un primer componente
que comprende plasma rico en plaquetas autélogo o alogénico, un
segundo componente que comprende fibrina humana y un tercer
componente que comprende queratinocitos y fibroblastos autdlogos
o alogénicos.

4.- Diferencias en el Compuesto 2:

En el documento D1, el compuesto 2 de pulverizacion comprende un

segundo componente que comprende trombina humana a partir de
un producto comercial denominado Tisseel o Tissucol de la compafiia



farmacéutica Baxter, donde se sintetiza en dicho producto comercial
la proteina denominada trombina que sirve como pegamento para
heridas a partir de tejido sanguineo de donadores, y un segundo
componente que comprende los fibroblastos y queratinocitos
alogénicos inactivados mitoticamente por inhibidores o agentes
guimicos o fisicos.

En la presente solicitud el compuesto 2 de pulverizacion comprende
de trombina bovina de pulmén en cloruro de sodio al 0.9% y/o de
Cloruro de Calcio al 1%. Esto garantizara obtener una via mas rapida
y practica para el proceso de pulverizacidon ya que puede realizarse
con simple cloruro de calcio.

5.- Dispositivo de aspersion:

En el documento D1, el dispositivo de aspersién esta basado en la
utilizacion del dispositivo de producto Tisseel o Tissucol de la
compainia farmacéutica Baxter.

En la presenta solicitud de patente se utiliza nuestro propio
dispositivo médico desarrollado in house, con presiones diferentes de
aspersion para garantizar el tamafio micro celular de las gotas
implantadas garantizando una mejor Vviabilidad celular que
beneficiara la regeneracién de la herida. El dispositivo de aspersion
celular se utiliza para la entrega simultanea de dos productos
bioldgicos no-homogéneos que comprenden fluidos, suspensiones y
soluciones celulares los cuales reaccion entre si al entrar en contacto
en el aire para su utilizaciédn como un compuesto regenerativo tisular,
aplicado sobre un sitio de lesidn de tejido dérmico y/o epidérmico
causado por alguna lesién.

El dispositivo consiste en dos cartuchos estériles desechables tipo
jeringa de 10 cc a 50 cc cada uno con su émbolo movible y adaptador
hermético para la dispensiéon de los fluidos, ensamblados sobre un
sistema de sujecidn tipo pistola con punta para aspersidon cénica, y
acoplado a una unidad reguladora de presion de aire a través de un
filtro estéril de aire.

La unidad reguladora de presion de aire es adaptable a compresores
de aire y cuenta con salida dual hacia el dispositivo para empleo tanto



en la linea de aspersion como en la linea de empuje de cartuchos. La
salida de aire a la linea de aspersién a 15-50 PSI que se acciona
mediante un pedal mecanico. La linea de empuje de cartuchos esta
caracterizada por poseer un circuito neumatico interno que permite
el paso de aire por medio de una valvula que es accionada por medio
de gatillo, el cual comprime un resorte de 6 mm de carrera
permitiendo el paso de aire desde el regulador hacia los cartuchos a
la presion deseada.

El sistema de sujecion permite la adaptacion de cartuchos de
diferentes calibres y con distintas capacidades volumétricas, y cuenta
con un mango ergondmico que encierra las conexiones del circuito
neumatico actuador, permitiendo la viabilidad celular de las lineas
celulares implantadas junto con su biomaterial de implantacién.

6.- Fundamento del proceso en la reparacion tisular de la piel:

En el documento D1 la reparacidn tisular esta basada principalmente
en la pulverizacion de fibroblastos y queratinocitos humanos que en
la implantacion sobre la herida se pretende que secreten factores
angiogénicos u otros de crecimiento por su previa inactivacion
mitdtica; lo cual dichos factores impulsaran la reparacion tisular.
Practicamente, el documento D1 estd basado en la implantacion de
factores de crecimiento que estaran secretando las células por su
inactivacion mitética sobre la herida. Con esto, se pretende que
estimule el cuerpo una pronta regeneracion o reparacion tisular.

En contraste, en la presente solicitud la reparacion tisular esta
basada en la utilizacion de fibroblastos y queratinocitos en su estado
puro y natural bioldgico las cuales dichas células son capaces de re-
organizarse, comunicarse entre para la estimulacion de nuevo tejido
cutaneo. Sumado a esto, los factores de crecimiento que beneficiaran
el macro y micro ambiente celular que re-organizara las células
implantadas (biomaterial) esta incluido en la solucidon del compuesto
1 a partir de la obtencién de plasma rico en plaquetas del paciente a
tratar o de un crio preservado de plaquetas de banco de sangre en
qué conjunto no solo se utiliza el proceso celular de ambas lineas
celulares en la generacion de nuevo tejido cutdneo sino ademas se
esta implantando ciertas moléculas denominadas factores de
crecimiento derivados de plaquetas humanas del propio paciente que



recibird la implantacion las cuales son: (PDGF), (VEGF), (EGF),
(KGF), (FGF), (BMPs), (G-CSF), (GMCSF), (HGF), (IGF), (TPO),
(TCGF), que potencializa la regeneracién de la herida y propicia un
micro y macro ambiente mas idéneo para las células implantadas y
sobre todo ayuda a disminuir o eliminar el rechazo inmunoldgico de
las células implantas en el caso de que vengan de piel de donacion
para un tratamiento. A su vez, presenta otras propiedades que
benefician el nivel terapéutico del proceso como son: evita la pérdida
de humedad de la herida, modela el proceso inflamatorio, actua como
modulador del dolor y sobre todo propicia que las células sobrevivan
mas en el tejido sanguineo puro.

En este sentido, y segun lo reconocido por el examinador D1, no
divulga ni ensefia las etapas del proceso de preparacion de la

solucidon del agente reticulante de reaccion de la solucidon de
aspersion celular, y preparacion de la solucion de aspersion
celular, en donde en la etapa a) se obtiene una muestra de
piel de un paciente en condiciones estériles por medio de un
dermatoma para obtener una lamina de piel; posteriormente,
se lava la muestra de piel al menos 3 veces con una solucidn
salina de fosfatos (PBS) 1X conteniendo 10% v/v de

estreptomicina/penicilina; después, lava al menos 3 veces
con una_ solucion de PBS 1X conteniendo 1% v/v de
estreptomicina/penicilina; después del lavado de la muestra
de piel, se incuba con Dispasa, a una concentraciéon de 1.79
unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C por al
menos 16 horas para obtener una capa de epidermis y una
capa de dermis; al cabo de las 16 horas, separar las dos capas
mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas capas

en contenedores estériles e independientes. Por lo tanto,
basado solo en D1, no hay nada que pueda indicar que la persona

experta pueda obtener un compuesto de aspersidn celular de
fibroblastos y queratinocitos a partir de un proceso que comprenda
las etapas de: a) separacion de la dermis y epidermis, b) incubacién
en la capa de epidermis, c) disgregacién de la capa de dermis y
proliferacidn de fibroblastos, d) disgregacién de la capa de epidermis,
e) proliferaciéon de los queratinocitos en suspensién, f) preparacion
de la solucién del agente reticulante de reaccion de la solucion de
aspersién celular, y g) preparacion de la solucion de aspersion
celular, en donde en la etapa a) se obtiene una muestra de piel de




un paciente en condiciones estériles por medio de un dermatoma
para obtener una lamina de piel; posteriormente, se lava la muestra
de piel al menos 3 veces con una solucion salina de fosfatos (PBS)
1X conteniendo 10% v/v de estreptomicina/penicilina; después, lava
al menos 3 veces con una solucién de PBS 1X conteniendo 1% v/v
de estreptomicina/penicilina; después del lavado de la muestra de
piel, se incuba con Dispasa, a una concentracién de 1.79
unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C por al menos 16
horas para obtener una capa de epidermis y una capa de dermis; al
cabo de las 16 horas, separar las dos capas mediante el uso de pinzas
estériles y se colocar dichas capas en contenedores estériles e
independientes, como lo hace la presente invencidn.

De acuerdo con esto, no solo no seria obvio para el experto usar los
pasos descritos anteriormente que comprenden la concentracion
exacta de la enzima de disgregacion celular, los lavados, el
tratamiento con estreptomicina/penicilina de la muestra de piel, o los
procesos de obtencion de queratinocitos y fibroblastos a partir de la
epidermis y la dermis ya separadas; la preparacion de la solucion del
agente reticulante de reaccion de la solucién de aspersién celular, y
la preparacidon de la solucién de aspersidon celular, en donde en la
etapa a) se obtiene una muestra de piel de un paciente en
condiciones estériles por medio de un dermatoma para obtener una
lamina de piel..., al haber leido D1, en vista de lo anterior, tampoco
habria tenido la motivacion para considerar un documento que revela
cada una de las etapas del proceso al haber leido D1, y mucho menos
con tan solo las ensefianzas de dicho documento D1 de tal forma que
resulte en la presente invencion.

Presentamos que la invencion reivindicada aborda un problema
previamente no identificado, de una manera no contemplada por el
estado de la técnica.

Por lo tanto, a la vista de la técnica anterior citada, se requiere de
un nivel inventivo para llegar a la materia objeto de la reivindicacién
1 y todas las reivindicaciones dependientes de la misma.

Asi las cosas, un experto en la materia puede ver que la
reivindicacién 1, que define un proceso de obtencion de un
compuesto de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos



caracterizado porque se comprende de las siguientes etapas: a)
separacion de la dermis y epidermis, b) incubacién en la capa de
epidermis, c) disgregacion de la capa de dermis y proliferacion de
fibroblastos, d) disgregacidn de la capa de epidermis, e) proliferacion
de los queratinocitos en suspension, f) preparacion de la solucion del
agente reticulante de reaccion de la solucién de aspersidon celular, y
g) preparacion de la solucion de aspersion celular, en donde en la
etapa a) se obtiene una muestra de piel de un paciente en
condiciones estériles por medio de un dermatoma para obtener una
lamina de piel; posteriormente, se lava la muestra de piel al menos
3 veces con una solucion salina de fosfatos (PBS) 1X conteniendo
10% v/v de estreptomicina/penicilina; después, lava al menos 3
veces con una solucion de PBS 1X conteniendo 1% v/v de
estreptomicina/penicilina; después del lavado de la muestra de piel,
se incuba con Dispasa, a una concentracion de 1.79 unidades/mg en
condiciones de temperatura de 4°C por al menos 16 horas para
obtener una capa de epidermis y una capa de dermis; al cabo de las
16 horas, separar las dos capas mediante el uso de pinzas estériles
y se colocar dichas capas en contenedores estériles e independientes,
es novedosa en vista de la anterioridad D1.

Ademas, la reivindicacion independiente 1 incluye elementos y
limitaciones novedosas en vista de D1, por lo que dicha clausula
independiente también es inventiva en vista del mencionado
documento. Dado que las reivindicaciones 2 a 10 dependen directa o
indirectamente de dicha clausula independiente, éstas también
cumplen con los requisitos de patentabilidad.

De acuerdo con lo definido en los parrafos anteriores, queda claro
gue las ensefianzas del documento D1 no llevaria a obtener la
presente invencién como se encuentra definida en la reivindicacion
independiente 1, ya que dichas divulgaciones son insuficientes y la
Unica forma de llegar a la presente invencion es por medio de un
anadlisis de tipo retrospectivo o “hindsight”, el cual es totalmente
inaceptable y no se puede aplicar.

De esta forma, se demuestra que las reivindicaciones 1 a 10 cumplen
con el requisito de novedad y nivel inventivo segun los lineamientos
de los articulos 16 y 18 de la Decisién 486/00.



Adicional a lo anterior, es deseo del solicitante indicar que la solicitud
equivalente en México ha sido recientemente concedida por el
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) bajo el titulo de
patente No. 342233. Especificamente, el examinador de dicha oficina
ha considerado que la presente reivindicacién 1 como novedosa y no
obvia sobre la técnica anterior. Se presenta como anexo al presente
memorial copia de la Patente Mexicana No. 342233.

Sobre el tema de la actividad inventiva, es de bien saber que para
llegar a las condiciones éptimas en las que se desarrolla la presente
invencidn, se realizd un proceso metodoldgico basado en el método
cientifico, considerando que una persona del oficio normalmente
versada en la materia no podria concluir las mismas especificaciones
y condiciones para llevar a cabo la presente invencion, toda vez que
este procedimiento no es un procedimiento habitual en tratamientos
de personas con quemaduras o lesiones cutdaneas en ninguna parte
del mundo, a pesar que la misma utilice reactivos y materiales que
estan cotidianamente en laboratorios o centros de investigacion
dedicados a cultivo celular o a regeneracion tisular; por lo que el
presente método puede considerarse con un alto nivel inventivo. De
la misma forma en la solicitud del Tratado de Cooperacién en Materia
de Patentes, numero PCT/MX2015/000001, se considera en la
OPINION ESCRITA DE LA ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA
BUSQUEDA INTERNACIONAL, considera que las reivindicaciones 2 a
12 poseen tanto novedad como actividad inventiva.

De esta forma, aunque el solicitante reconoce la independencia de
las Oficinas de Patentes, resulta sorprendente que otras Oficinas
hayan reconocido todos los requisitos de patentabilidad para la
invencidn reclamada, mientras Unicamente la Oficina de Patentes en
Colombia difiere de tal opinidn, siendo la novedad, el nivel inventivo
y la aplicacién industrial conceptos universales.

7. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados
puede concluirse que:



i) La presente solicitud es clara, concisa y esta debidamente
soportada en la descripcion, cumpliendo con los
requerimientos del Articulo 30 de la Decisién 486; y

i) Las reivindicaciones actuales son patentables sobre D1,
cumpliendo asi con los requerimientos de los Articulos 16 y
18 de la Decision 486.

En consecuencia, se solicita atentamente otorgar el privilegio de
patente solicitado, toda vez que esta solicitud cumple con los
requerimientos de la Decisidén 486.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese
despacho, atentamente solicitamos se conceda el privilegio de
patente de invencion a la solicitud en estudio o si el sefior
Examinador considera que subsisten razones para objetar la presente
invencidn, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos
motivos y razones que sustenten su objecién con el fin de que
nuestro mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos
con base en la interpretacion de los articulos 45 de la Decisién 486 -
el cual otorga la facultad al examinador para emitir los examenes de
fondo- y 42 del Cddigo de Procedimiento Administrativo y de lo
Contencioso Administrativo que sefiala que: "Habiéndose dado
oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con
base en las pruebas e informes disponibles, se tomara la decision,
que sera motivada. La decision resolvera todas las peticiones que
hayan sido oportunamente planteadas dentro de la actuacion por el
peticionario y por los terceros reconocidos”, (el subrayado es

nuestro).

En consecuencia, solicitamos a ese Despacho pronunciarse en
relacion con todos los argumentos presentados en este memorial
dando estricta aplicacién al principio del debido proceso consagrado
en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.

8. Anexos

8.1 Nuevo capitulo reivindicatorio que incluye 10 reivindicaciones.

8.2 Copia de Patente Mexicana No. 342233.
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C.C. No. 52.195.951 de Bogota
T.P. 106.991 del C. S. de la J.

REIVINDICACIONES

1. Un proceso de obtencién de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos caracterizado porque se comprende de
las siguientes etapas:

a) separaciéon de la dermis y epidermis,

b) incubacidn en la capa de epidermis,

c) disgregaciéon de la capa de dermis y

proliferacion de fibroblastos,
d) disgregacion de la capa de epidermis,
e) proliferacion de los queratinocitos en suspension,



f) preparacion de la solucidn del agente reticulante de reaccion
de la solucidon de aspersién celular, y

g) preparacion de la solucién de aspersion celular, en donde en la
etapa a) se obtiene una muestra de piel de un paciente en
condiciones estériles por medio de un dermatoma para obtener
una lamina de piel; posteriormente, se lava la muestra de piel
al menos 3 veces con una solucion salina de fosfatos (PBS) 1X
conteniendo 10% v/v de estreptomicina/penicilina; después,
lava al menos 3 veces con una solucion de PBS 1X conteniendo
1% v/v de estreptomicina/penicilina; después del lavado de la
muestra de piel, se incuba con Dispasa, a una concentracion
de 1.79 unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C
por al menos 16 horas para obtener una capa de epidermis y
una capa de dermis; al cabo de las 16 horas, separar las dos
capas mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas
capas en contenedores estériles e independientes.

2) El proceso de obtencién de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado porque la |amina de piel es
preferentemente de 0.015 pulgadas.

3) El proceso de obtencidén de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicaciéon 1, caracterizado porque en la etapa b), se separa y se
lava la capa de epidermis en un contenedor independiente al menos
3 veces con la solucién PBS 1X y se incuba dicha capa de epidermis
en una soluciéon de tripsina a una concentracion de 0.025% de
tripsina en un volumen final de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) por 20 minutos a una temperatura de 37 °C para obtener
una epidermis tripsinizada.

4) El proceso de obtencion de un compuesto de aspersién celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa c), se coloca la
capa de dermis en un contenedor y se disgrega mecanicamente con
una herramienta pulso cortante en condiciones estériles para
obtener pedazos de dermis como maximo de 1mm x 1mm, y se
incuba por un periodo de al menos 10 minutos, se agrega
cuidadosamente 33.33% del volumen del contenedor de un medio
de cultivo celular para fibroblastos por las paredes del contenedor y
se evita mover los fragmentos de la dermis y se incuba a 37 °C, 95%
de humedad relativa, 5% C02 y 20% 02 para obtener fibroblastos
en monocapa.



5) El proceso de obtencién de un compuesto de aspersidn celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa d), se neutraliza
la epidermis tripsinizada con 50% de un medio de cultivo de
queratinocitos humanos conteniendo Suero bovino fetal al 10% vy
agitar vigorosamente por al menos 30 segundos para obtener una
solucién celular, posteriormente, se filtra la solucion celular por un
filtro de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 40 um para obtener
los queratinocitos humanos en suspensién en el producto filtrado.

6) El proceso de obtencién de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque en la etapa e), se siembra la
suspension de queratinocitos en monocapa en condiciones asépticas
en un contenedor con un medio de cultivo celular e incubar a 37 °C,
95% de humedad relativa, 5% C02 y 20% 02 por un periodo de 2 a
4 semanas bajo condiciones asépticas, y se cambia el medio de
cultivo celular cada segundo o tercer dia hasta llegar a una
confluencia del 100% para queratinocitos para obtener mayor
cantidad de queratinocitos en monocapa.

7) El proceso de obtencién de un compuesto de aspersién celular
de fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa f), se genera en
condiciones asépticas 15ml de trombina bovina de pulmén al 27%
v/v a una concentracion de U/ml en cloruro de sodio al 0.9% v/v y
cargar 15ml del agente reticulante de reaccidén en una jeringa de 15
cc para obtener el agente reticulante de reaccién de la solucion de
aspersion celular.

8) EIl proceso de obtencién de un compuesto de aspersién celular
de fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa g), se centrifuga
a 400 g por 5 minutos una 50 ce de sangre periférica autéloga para
obtener 15 % v/v de suero acelular plasmatico y se resuspende con
10 x 10° fibroblastos en monocapa y 10 x 10° queratinocitos en
monocapa Yy se carga 15ml de la solucion de aspersion celular en una
jeringa de 15 cc y mezclar dicho compuesto de aspersion celular con
la solucién de aspersion celular con la implementacion de un
dispositivo de aspersién celular para obtener un compuesto de
aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos.

9) EIl proceso de obtencién de un compuesto de aspersion celular
de fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 8, caracterizado porque la sangre periférica autéloga



es preferentemente plaquetas humanas o crio preservado de
plaquetas.

10) Un medicamento cicatrizante que comprende un compuesto de
aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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PROCESO DE OBTENCION DE UN COMPUESTO DE ASPERSION

CELULAR DE FIBROBLASTOS Y QUERATINOCITOS-HUMANOS-EN-

SOLUCION Y SU USO COMO AGENTE REGENERATIVO DE LESIONES
CUTANEAS

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

El objetivo radica en un proceso de obtencion de un compuesto de
aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos y su uso como
agente regenerativo de_ lesiones cutaneas, preferentemente de Ulceras
diabéticas, quemaduras de 1er, 2do y 3er grado y un sustituto de la técnica de
la utilizacion de colgajos. Dicho compuesto de aspersion celular de fibroblastos
y queratinocitos humanos aumenta la eficiencia de aplicacion y la facilidad de la '

misma, con el fin de ser una alternativa econémica, rapida y de facil manejo.

ANTECEDENTES

En la actualidad el uso de injertos alogénicos y xeno transplantes limita la
regeneracion de la piel debido a procesos inflamatorios que se originan por el
rechazo inmunolégico que implica el uso de piel de donantes y el uso de piel
proveniente de animales. Esto origina la la baja disponibilidad de dicho
material biolégico para el tratamiento de heridas cutdneas y existe el
inconveniente de la susceptibilidad a infecciones. Actualmente existen
pantentes dé técnicas de impresion de células humanas vivas denominadas
Bioprinting donde se imprimen fibroblastos y queratinocitos sobre heridas

cutaneas. Esta técnica esta basada en depositar mecanicamente por medio de
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autélogas sobre la herida. Sumando a esto podemos encontrar en el mercado

sustitutos dérmicos basados en el cultivo in vitro de queratinocitos humanos
sobre matrices de piel decelularizadas de origen bovino. Su uso se basa solo
en el incremento en el tiempo de cicatrizacion de la herida mediante el
transplante de esta matriz decelularizada de origen bovino con queratinocitos
humanos previamente sembradas sobre su superficie.

Sin embargo, ademas de utilizarse un producto de origen animal (matriz
decelularizada) que no es 100% compatible con el ser humano, el uso y
transplante de este producto se basa solo en incrementar el uso de
epitelizacibn y regeneracion de la herida y omite la regeneracion de la
funcionalidad de dicha piel para crear nuevamente la pigmentacion e inducciéon
de cabello. Sumado a esto, un trauma severo ocasionado a este organo (piel)
puede ocasionar una regeneracion parcial o incompleta y un atrofia mediante el
uso de estas mallas con queratinocitos y una falta total para la generacién de
color y cabello. Otro enfoque para la epitalizacién y regeneracion de la herida
que se ha desarrollado en laboratorio se basa en el cultivo in vitro de
queratinocitos humanos sobre capas de fibroblastos provenientes de
embriones de raton con aito grado de proliferacion. Este sistema creado in vitro
presenta desventajas como la baja produccion de matriz extracelular del bio
injerto creado, un tamafio bidimensional muy limitado en grosor y soporte para
cubrir la zona dafiada como barrera protectora a la herida, y sobre todo omite
también la regeneracion de la funcionalidad de la piel durante la cicatrizaciéon

de la herida. (Pigmentacion e induccion de cabello)
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso de obtencién de un compuesto
de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos, preferentemente
fibroblastos y queratinocitos humanos autélogos y/o alogénicos suspendidos en

una solucion y su uso como agente regenerativo de lesiones cutaneas, el cual

comprende de las siguientes etapas.:

a) Separacion de la dermis y la epidermis.
Obtener una muestra de piel de paciente en condiciones estériles por medio de
un dermatoma para obtener una lamina de piel, preferentemente de 0.015
pulgadas. Porteriormente, lavar la muestra de piel al menos 3 veces con una
solucioén salina de fosfatos (PBS) 1X conteniendo 10% v/v de una solucion de
antibiético/antimicético. Después, lavar al menos 3 veces con una solucién de
PBS 1X conteniendo 1% v/v de antibiotico/antimicotico. Preferentemente, la
solucion de antibiotico/antimicético es estreptomicina/penicilina. Después del
lavado de la muestra de piel, incubar con una enzima proteolica de
disgregacion celular, preferentemnete dispasa, a una concentraciéon de 1.79
unidades/mg en condiciones de temperatura de 4°C por al menos 16 horas
para obtener una capa de epidermis y una capa de dermis. Al cabo de las 16
horas, separar las dos capas mediante el uso de pinzas estériles y se colocar

dichas capas en contenedores estériles e independientes.
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b) incubacion de la capa epid rmis para obtener umi&’’

tripsinizada.

Separar y lavar la capa de epidermis en un contenedor independiente al menos
3 veces con la solucion PBS 1X e incubar dicha capa de epidermis en una
solucion de tripsina a una concentracion de 0.025% de tripsina en un volumen
final de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) por 20 minutos a una

temperatura de 37 °C para obtener una epidermis tripsinizada.

¢) Disgregacion de la capa de dermis y proliferacion de fibroblastos
Colocar la capa de dermis en un contenedor y disgregar mecénicamenté con
una herramienta p_ulso cortante en condiciones estériles para obtener pedazos
de dermis como maximo de 1mm x 1mm, e incubar por un periodo de al menos
10 minutos, agregar cuidadosamente 33.33% del volumen del contenedor de
un medio de cultivo celular para fibroblastos por las paredes del contenedor y
evitar mover los fragmentos de la dermis e incubar a 37 °C, 95% de humedad
relativa, 5% CO. y 20% O, por un periodo de para obtener fibroblastos en

monocapa.

~ d) Disgregacion de la capa de epidermis.

Neutralizar la epidermis tripsinada con 50% de un medio de cultivo de
queratinocitos humanos conteniendo Suero bovino fetal al 10% y agitar
vigorosamente por al menos 30 segundos para obtener una solucidn celular.

Posteriormente, filtrar la solucién celular por un filtro de nitrocelulosa con un
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tamafio d poro de 40um para obtener los queratinocitos humanos en

Ty .l,.'

suspension en el producto filtrado.

e) Proliferacion de los queratinocitos en suspension.
Sembrar la suspension de queratinocitos en monocapa en condiciones
asépticas en un contenedor con un medio de cultivo celular e incubar a 37 °C,
95% de humedad relativa, 5% CO,y 20% O, por un periodo de 2 a 4 semanas
bajo condiciones asepticas, y cambiar el medio de cultivo celular cada segundo
o tercer dia hasta llegar a una confluencia del 100% para queratinocitos para

obtener mayor cantidad de queratinocitos en monocapa.

f) Preparacion de la soluciéon del agente reticulante de reaccién de la
solucion de aspersion celular
Generar en condiciones asépticas 15ml de trombina bovina de pulmén al 27%
viv a una concentracion de 11U/ml en cloruro de sodio al 0.9% v/v y cargar
15ml del agente reticulante de reaccién en una jeringa de 15 cc para obtener el

agente reticulante de reaccién de la solucion de aspersion celular.

g) Preparacion de la solucidon de aspersion celular
Centrifugar a 400 g por 5 minutos una 50cc de sangre periférica autéloga,
preferentemente plaquetas humanas (proveniente de toma de muestra del
paciente) o crio preservado de plaguetas (banco de sangre) para obtener 15 %
viv de suero acelular plasmatico y resuspender con 10 x 10° fibroblastos en

monocapa y 10 x 10° queratinocitos en monocapa y cargar 15ml de la solucién
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de aspersion celular en una jeringa de 15 cc y mezclar dicho°te o -

aspersion celular con la solucion de aspersién celular con la_ implementacion de

un aspersor fibrijet para obtener un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos.

EJEMPLO 1. MODO PREFERENCIAL DE EMPLEO DEL COMPUESTO DE
ASPERSION CELULAR DE QUERATINOCITOS Y FIBROBLASTOS
HUMANOS SOBRE LESIONES CUTANEAS.

Conectar la jeringa de 15cc con el compuesto de aspersion celular y la jeringa
de 15cc con el agente reticulatne de reaccidon de la solucion de aspersion
celular al aspersor fibrijet. Conectar el aspersor fibrijet a la unidad de regulador
de aire comprimido. Conectar el reguladro de aire comprimido a una fuente de
alimentacion de aire comprimido a 25psi/1.75 bar. Colocar el fibrijet a una
distancia no menor a de 3cm sobre la superficie del tejido.

Abrir la fuente de aire comprimido y empujar el émbolo de ambas jeringas al
mismo tiempo para la pulverizacion de los queratinocitos y fibroblastos
humanos.

Alternativamente el compuesto de aspersiébn celular de fibroblastos vy

queratinocitos humanos se prepara 15% v/v de una solucién compuesta de 225

gramos /mi de fibrinogeno de sangre de bovino disuelto en buffer de fosfato

salino a una concentracion de 1x.
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queratinocitos humanos se puede obtener utilizando el producto de fibrindbgeno . ..
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de donador humano mediante el producto denominado “Tissucol’ de
laboratorios Baxter.

Alternativamente la solucién del agente reticulante de reaccion de la solucién
de aspersion se obtiene cargando una jeringa de 15cc con CaCly al 1% viv.
Alternativamente la solucién del agente reticulante de reaccién de la solucién
de aspersion se puede obtener utilizando el producto de trombina humana de

donador denominado “Tissucol” de laboratorios Baxter.

EJEMPLO 2. MODO PREFERENCIAL DE LA INVENCION.

El compuesto de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos
autologo y/o de donador estda compuesta por una solucidon de aspersion celular
y una solucion de agente reticulante de reaccion de la solucion de aspersion
celular que al momento de la pulverizacion a presion se combinaran ambas
moléculas para encapsular las células vivas las cuales se depositaran sobre la
superficie del tejido y formaran sobre esta una pelicula y/o relleno gelifcante

con células vivas en su interior para la generacién de nueva matriz extracelular.

EJEMPLO 3. MODO DE MANIPULACION DEL COMPUESTO DE
ASPERSION CELULAR.

En condiciones de quir6fano se realiza el proceso de aspersion celular
mediante la pulverizacion simultanea de 2 soluciones por un dispositivo médico

(aplicador de gas fibrijet-micromedics) para generar una pelicula gelificante y/o
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potencializador de la regeneracion de la piel mediante la encapsulacion de

celulas vivas sobre la pelicula gelificante.

EJEMPLO 4. USO PREFERENCIAL DE LA INVENCION.

'En condiciones de quiréfano se realiza el proceso de aspersion celular el cual

consiste en 2 soluciones pulverizadas al mismo tiempo por un dispositivo
medico (aplicador de gas fibrijet-micromedics) para generar una pelicula
gelificante y/o relleno sobre la herida o lesidbn cutanea con células vivas

encapsuladas como tratamiento de re-epitelizacion.

El dispositivo médico (aplicador de gas fibrijet-micromedics) contendra dos
jeringas (de 5 cc) con las dos soluciones a reaccionar:. solucién de aspersién
celular (fibrinégeno, fibroblastos y queratinocitos) y la solucién del agente

reticulante de reaccion (trombina) de la soluciéon de aspersion celular.

l.a aspersion se hara directamente sobre |la herida cutanea a no menos 3 cm
de distancia a través del dispositivo meédico (aplicador de gas fibrijet-
micromedics)

conectado a un suministro de aire comprimido. La presibn necesaria para
ejercer la pulverizacion sera de 25PSI| /1.75 bar de aire comprimido que
empujara las dos jeringas y pulvenzara su contenido con finas gotas sobre la
herida obteniendo una pelicula gelificante de fibrina conteniendo fibroblastos y

queratinocitos que promovera la produccién de matriz extracelular nueva sobre
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la herida. Para obtener un proceso de pulverizacién con gotas griwsasda °

pulverizacion sera de 15PSi / 1.0 bar de aire comprimido. Porconsigdienter—————
este proceso oforgara una re-epitelizacion de la herida en un tiempo corto, una
re-organizacion de tejido y una regeneracion temprana de la lesidn evitando la

exposicion a infecciones.

El compuesto de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos
que que esta en contacto con la lesion cutanea, proveera con el transcurso del
tiempo una re-epitelizacién y una regeneracion mas pronta por la adicion de los
fibroblastos vivos incrustados dentro de esta red de fibrina (fibrindgeno
humano, plasma acelular humano, fibrinbgeno bovino) estimulando nueva

generacion de matriz extracelular y fibras de colageno.
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REIVINDICACIONES INDUSTRIAL

Habiendo descrito suficiente mi invencion, considero comoumma movedacHy-Pof—————mmw
lo tanto reclamo como de mi exclusiva propiedad, 1o contenido en las siguientes

clausulas:

1. Un proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos que se comprende de las etapas de. a)
Separacion de la dermis y epidermis, b) incubacion de la capa de
epidermis para obtener una epidermis tripsinizada, ¢) disgregacion de la
capa de dermis y proliferacion de fibroblastos, d) disgregacion de la capa
de epidermis, e) proliferacibn de los queratinocitos en suspesion, f)
preparacion de la solucion del agente reticulante de reaccion de la
solucion de aspersion celular, y g) preparacion de la solucion de
aspersion celular caracterizado porque la etapa a) se lleva a cabo a
partir de una muestra de piel previamente obtenida de un paciente por
medio de un dermatoma en condicliones estériles; posteriormente, se
lava la muestra de piel al menos 3 veces con una solucion salina de
fosfatos (PBS) 1X conteniendo 10% v/v de antibidtico/antimicético;
despues, lava al menos 3 veces con una solucion de PBS 1X
conteniendo 1% v/v de antibiotico/antimicoético; despuées del lavado de la
muestra de piel, se incuba con una enzima protedlica de disgregacion
celular, a una concentracion de 1.79 unidades/mg en condiciones de
temperatura de 4°C por al menos 16 horas para obtener una capa de

epidermis y una capa de dermis; al cabo de las 16 horas, separar las
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dos capas mediante el uso de pinzas estériles y se colocar dichas capas

o s bt abai ey - e il il

f"}

en contenedores estériles e independientes.

. El proceso de obtencibn de un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con Ila
reivindicacion 1, caracterizado porque la lamina de piel es

preferentemente de 0.015 pulgadas.

. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con Ia
reivindicacion 1, caracterizado porque la solucion

antibiotico/antimicotico es preferentemente estreptomicina/penicilina.

. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con Ila
reivindicacion 1, caracterizado porque la enzima es preferentemente

dispasa.

. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con Ila
reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa b) se separa y se
lava la capa de epidermis en un contenedor independiente al menos 3
veces con la solucion PBS 1X y se incuba dicha capa de epidermis en
una solucion de tripsina a una concentracion de 0.025% de tripsina en

un volumen final de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) por 20
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minutos a una temperatura de 37 °C para obtener un% “ElIERRISC Pl

tripsinizada.

. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersién celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la

reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa c), se coloca la capa
de dermis en un contenedor y se disgrega mecanicamente con una
herramienta pulso cortante en condiciones estériles para obtener
pedazos de dermis como maximo de 1mm x 1mm, y se incuba por un
periodo de al menos 10 minutos, se agrega cuidadosamente 33.33% del
volumen del contenedor de un medio de cultivo celular para fibroblastos
por las paredes del contenedor y se evita mover los fragmentos de la
dermis y se incuba a 37 °C, 95% de humedad relativa, 5%‘002 y 20% O

por un periodo de para obtener fibroblastos en monocapa.

El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con Ila
reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa d), se neutraliza la
epidermis tripsinizada con 50% de un medio de cultivo de queratinocitos
humanos conteniendo Suero bovino fetal al 10% vy se agita
vigorosamente por al menos 30 segundos para obtener una solucion
celular, posteriormente, se filtra la_ solucion celular por un filtro de
nitfrocelulosa con un tamafio de poro de 40um para obtener los

queratinocitos humanos en suspension en el producto filtrado.
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_ El proceso de obtencién de un compuesto de aspersion”calitaride S

fibroblastos y queratinocitos humanos, de confammi
reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa e), se siembra la
suspension de queratinocitos en monocapa en condiciones asépticas en
un contenedor con un medio de cultivo celular e incubar a 37 °C, 95% de
humedad relativa, 5% CO2y 20% O, por un periodo de 2 a 4 semanas
bajo condiciones asépticas, y se cambia el medio de cultivo celular cada
segundo o tercer dia hasta llegar a una confluencia del 100% para
queratinocitos para obtener mayor cantidad de queratinocitos en

monocapa.

. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de's

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacion '1, caracterizado porque en |la etapa f), se genera en
condiciones asépticas 15mi de trombina bovina de pulmoén al 27% v/v a
una concentracion de 11U/ml en cloruro de sodio al 0.9% v/v y cargar
15ml del agente reticulante de reaccion en una jeringa de 15 cc para

obtener el agente reticulante de reaccion de la solucion de aspersion

celular.

10.El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de

fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa g), se centrifuga a
400 g por 5 minutos una 50 cc de sangre periférica autdloga para
obtener 15 % v/v de suero acelular plasmatico y se resuspende con 10 x

10° fibroblastos en monocapa y 10 x 10° queratinocitos en monocapa vy
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se carga 15ml de la solucién de aspersion celular en una jéfi

cc y mezclar dicho compuesto de aspersion celulaW

aspersion celular con la implementacion de un aspersor fibrijet para

obtener un compuesto de aspersiOn celular de fibroblastos vy

queratinocitos humanos.

11.El proceso de obtencion de un compuesto de aspersion celular de
fibroblastos y queratinocitos humanos, de conformidad con la
reivindicacién 11, caracterizado porque |a sangre periférica autéloga

es preferentemente plaquetas humanas o crio preservado de plaquetas.

12.Uso del compuesto de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos
humanos obtenido en el proceso descrito en las reivindicaciones 1 a 11
para preparar un medicamento util en la regeneracidon de lesiones

cutaneas.
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El objetivo radica en un proceso de obtencion de un compuesSto ae aspersion. ...

celular de fibroblastos y queratinocitos humanos y su uso como agente
regenerativo de lesiones cutaneas, preferentemente de ulceras diabéticas,
quemaduras de 1er. 2do y 3er grado, y un sustituto de la técnica de la
utilizacidén de colgajos. El proceso de obtencion de un compuesto de aspersién
celular de fibroblastos y queratinocitos humanos se comprende de las etapas
de separacion de la dermis y epidermis, incubacion de la capa epidermis,
disgregacion de la capa de dermis y proliferacion de fibroblastos, disgregacion
de la capa de epidermis, proliferacion de queratinocitos en suspension,
preparacion de la solucion del agente reticulante de reaccion de la solucion de
aspersion celular, y preparacion de la solucion de aspersion celular.

Dicho compuesto de aspersion celular de fibroblastos y queratinocitos humanos
aumenta la eficiencia de aplicacion y la facilidad de la misma, con el fin de ser

una alternativa econdémica, rapida y de facil manejo.
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