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DESCRIPCION

Dispositivo de disgregacion de material biolégico y método de fabricacion correspondiente y método para la
preparacion de suspensiones celulares y microinjertos de tejido

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al sector técnico de los sistemas y de los dispositivos para disgregar y
triturar material biolégico con varios propésitos y aplicaciones, y mas particularmente su objeto es un dispositivo de
disgregacion de material bioldgico para la preparacion y acondicionamiento de suspensiones celulares y de
microinjertos de tejido adecuados para usarse ventajosamente con varios propésitos en una pluralidad aplicaciones,
por ejemplo como muestras para andlisis directos en el laboratorio, sin la ayuda de reactivos quimicos, o como parte
de terapias especificas.

La invencion se refiere también a un método correspondiente para la fabricacion de un dispositivo de disgregacion
de material biolégico y mas particularmente una rejilla de disgregacién respectiva caracterizada por una pluralidad
de microorificios afilados a través de los cuales se hace pasar al material biolédgico con la finalidad de que se
disgregue.

Antecedentes de la invencién y técnica anterior

La disgregaciéon de un tejido o material biologico, ya sea tejido humano, animal, vegetal, se conoce para diversos
propositos y como parte de diversas aplicaciones.

Por ejemplo, el material biolégico puede disgregarse con la finalidad de llevar a cabo sobre el mismo examenes
médicos, tales como biopsias, o en general con la finalidad de obtener muestras y especimenes para examinarse y
analizarse posteriormente en el laboratorio con la finalidad de obtener datos e informacién, con relacién al mismo
material, para usarse meramente con propésitos de investigacion o para establecer un diagnéstico como parte de
terapias médicas especificas.

En la técnica anterior, el material biolégico también puede disgregarse con fines de aislamiento de las células
presentes en el mismo material bioldgico, o de acondicionamiento de fragmentos o microinjertos de tejido, que van a
usarse por ejemplo en terapias clinicas y regenerativas, entendiéndose que un microinjerto es un conjunto de
células, en una matriz extracelular, de tamafio subclinico y por tanto no visible a simple vista, sino Unicamente con la
ayuda de un microscopio.

Para completar la informacion, la figura 5 ilustra esquematicamente un material bioldgico tipico, indicado en general
como MB y constituido, por ejemplo, por un tejido biolégico en su forma integra, es decir, antes de someterse a una
operacion de disgregacion.

Tal como puede observarse en la figura 5, el tejido bioldgico o material MB, en su forma intacta y ain no disgregada,
tiene normalmente una pluralidad de células, indicadas por CEL, cada una con su propio nucleo NU y citoplasma
CT, que estan colocadas en una matriz extracelular MAT, esquematizada con una pluralidad de lineas paralelas.

El material biolégico MB comprende ademas, en la respectiva matriz extracelular MAT, oftras sustancias y
componentes, que estan asociados con las células CEL y estan constituidos, por ejemplo, por factores de
crecimiento, proteinas extracelulares y componentes inorganicos, indicados como FC en la figura 5.

En particular estas sustancias y factores FC son indicativos de la viabilidad de las células, es decir, de su capacidad
de desarrollarse y reaccionar a las condiciones externas, y son esenciales también para permitir que las células CEL
manifiesten completamente sus funciones y propiedades.

La técnica anterior ya ofrece algunos dispositivos y sistemas que puede usar un operario para disgregar material
biolégico con la finalidad de obtener muestras del mismo material biolégico que va a usarse con diversos propoésitos
y como parte de diversas aplicaciones, tal como se especificd anteriormente, por ejemplo, con la finalidad de llevar a
cabo una biopsia o un analisis de los componentes celulares.

Entre estos dispositivos conocidos puede hacerse mencion en particular del triturador de material biologico, descrito
por la patente US 5.731.199, que comprende un recipiente cilindrico que define una camara superior proporcionada
para recibir el material bioldgico que va a triturarse; y un elemento de corte fijo colocado transversalmente en esta
camara y constituido por una placa perforada; y un rotor, montado rotatoriamente en la camara, que tiene un
elemento de trituracion en forma de cuchilla helicoidal.

La placa perforada fija incluida en este triturador mecanico tiene una pluralidad de microorificios, con un perfil
preferiblemente cuadrado o hexagonal, que tienen un didmetro o un tamafio que estd comprendido entre 20 y 100
um, donde los bordes de cada microorificio definen las cuchillas de trituracion.
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Al usar este triturador, el elemento de trituracién, al rotar, actia conjuntamente con el elemento de corte, es decir, la
placa perforada, con la finalidad de alimentar y poner el material biolégico, contenido en la camara superior, en
contacto con las cuchillas de los microorificios del elemento de corte y por tanto provocan la trituracién del material
biolégico haciéndolo pasar a través de esos microorificios.

Sin embargo, este dispositivo triturador no esta libre de limites y desventajas, que seria adecuado remediar, en
particular con la finalidad de hacer que las muestras que se obtienen de la disgregacion del material bioldgico
original sean adecuadas para usarse ventajosamente en una gama mas amplia de aplicaciones y situaciones, con
respecto a lo que es posible ahora, tanto en el campo de los analisis de laboratorio como de las terapias.

De hecho, como fue posible observar experimentalmente, el disgregador mecanico conocido a partir de esta patente
US 5.731.199, como también otros dispositivos similares, produce una muestra de material bioldgico disgregado en
el que la célula o células estan separadas de su nicho biolégico o “habitat”, de forma que la célula o células
presentes en la muestra biolégica, producida de esta manera, pueden tener una forma, funciones y una viabilidad
que se han modificado y alterado de alguna manera con respecto al material biolégico original.

Para mayor claridad, la figura 6 muestra esquematicamente una célula obtenida disgregando el material bioldgico
original con un dispositivo de disgregacién convencional, en otras palabras, segun la técnica anterior.

Tal como puede observarse a partir de esta figura 6, la célula o células presentes en el material disgregado con un
dispositivo de disgregacion de tipo convencional, ademas de estar separadas y ya no asociadas con su nicho
biolégico que las rodeaba en el material biolégico original, tienen una forma sustancialmente modificada con
respecto a la inicial.

Como resultado, en la técnica anterior, por la mera razén de que eso puede ocurrir y que en cualquier caso existe un
riesgo real de que la muestra se altere de alguna manera y experimente cambios durante la fase de disgregacion
con respecto al material biolégico original, frecuentemente se hace uso de reactivos quimicos o en general
sustancias adicionales para preparar, a partir del material bioldgico triturado, los especimenes y las muestras que
van a analizarse, o para acondicionar las suspensiones celulares y los microinjertos previstos por los diversos
tratamientos y terapias clinicas.

Ademas, dado que la estructura, las funciones y la viabilidad de las células podrian haberse modificado y alterado
durante la fase de disgregacion llevada a cabo con las técnicas convencionales, siempre existe la incertidumbre de
que la informacion y los datos obtenidos a partir de los analisis de las muestras, obtenidas de esta manera, no sean
exactamente correspondientes a e indicativos del material bioldgico original y aun no disgregado.

Sumario de la invencion

Por tanto el primer objetivo de la presente invencién es proponer y fabricar un nuevo dispositivo de disgregacion de
material biolégico que ofrece caracteristicas mejoradas en comparacién con los disgregadores conocidos y en
particular permite la obtencion de muestras bioldgicas, logrado a través de la disgregacion de un material biolégico
original, en la cual las células mantienen su forma y su nicho y habitat biolégico y por tanto su viabilidad funcional
con la que estaban asociadas en el material biolégico original, de modo que se permite la obtencion de datos mas
exactos a partir del analisis de las muestras obtenidos, asi como también una aplicacién mejorada y mas ventajosa
de estas muestras como parte del andlisis de laboratorio, el diagndstico y la terapia médica.

Un segundo objetivo de la presente invencion, ademas relacionado con el primero, es también el de proponer y
fabricar un nuevo dispositivo de disgregacion de material biolégico que es una innovacion significativa con respecto
al triturador mecanico conocido a partir de la patente US 5.731.199, mencionada previamente, y en particular, para
este propdsito, comprende una placa perforada fija con una pluralidad de microorificios, para la disgregacién del
material bioldgico, que tiene una configuracion optimizada y ademas se fabrica por medio de un proceso de
fabricacion innovador, de modo que implica prestaciones considerablemente mayores que las que pueden obtenerse
con el triturador mecanico propuesto por la patente US 5.731.199 y en particular permite que se acondicionen
microinjertos de tejido y que se preparen suspensiones celulares, caracterizados por una alta viabilidad de las
células respectivas, que pueden usarse en diversas aplicaciones médicas y no médicas.

Un tercer objetivo de la presente invencion, nuevamente relacionado con los anteriores, es también el de proponer y
fabricar un nuevo dispositivo de disgregacion de material biolégico que permite el acondicionamiento de
microinjertos de tejido y la preparacion de suspensiones celulares, utiles para diversos propésitos, por ejemplo, para
pruebas de laboratorio y terapias clinicas, sin la ayuda de y sin tener que usar reactivos quimicos para la
preparacion de las mismas suspensiones celulares y microinjertos.

Los objetos anteriormente mencionados pueden considerarse completamente logrados por el dispositivo de
disgregacion de material biolégico para la preparacion de suspensiones celulares y microinjertos de tejido, que tiene
las caracteristicas definidas por la reivindicacion independiente 1 y por el método para la fabricacion de un
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dispositivo de disgregacion de material bioldgico, que tiene las caracteristicas definidas por la reivindicacion
independiente 10.

Se definen ademas realizaciones particulares de la presente invencion por las reivindicaciones dependientes.

Existen numerosas ventajas, en parte ya implicitamente dadas a conocer previamente, con respecto a los
dispositivos de disgregacion y sistemas actualmente conocidos y en uso, que estén asociadas con el dispositivo de
disgregacion de material biolégico, para la preparacién y acondicionamiento de suspensiones celulares y de
microinjertos de tejido, segun la presente invencion, tal como se enumeran a continuacion, meramente a modo de
ejemplo:

- capacidad del dispositivo para preparar microinjertos y suspensiones celulares que mantienen intactas y sin
alteraciones las caracteristicas del material biologico original, aun no disgregado, y por tanto evitan el uso de
reactivos quimicos para preparar estas suspensiones celulares y microinjertos de tejido;

- el uso de los microinjertos de tejido y de las suspensiones celulares preparadas con el dispositivo de disgregacion
en tratamientos médicos, veterinarios y cosméticos nuevos e innovadores;

- la posibilidad de llevar a cabo analisis mas exactos y fiables usando como muestras y especimenes que van a
analizarse los microinjertos de tejido y las suspensiones celulares preparadas con el dispositivo de disgregacion;

- la posibilidad de insertar el dispositivo de disgregacion en una cadena de terapia, que implica el uso de material
biologico disgregado que va a insertarse e implantarse en un paciente que esta tratandose en un quiréfano, donde la
cadena de terapia se realiza completamente dentro del mismo quiréfano, es decir, sin necesidad de tener que
transferir fuera de este ultimo, para disgregarlo, el material bioldgico tomado del paciente que esta tratandose en el
quiréfano.

Breve descripcion de los dibujos

Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se haran mas claros y evidentes mediante
la siguiente descripcién de una de sus realizaciones preferidas, facilitada a modo de ejemplo no limitativo, con
referencia a los dibujos que se acompaiian, en los que:

la figura 1 es una vista axonométrica de un dispositivo de disgregacion de material biolégico para la preparacion de
suspensiones celulares y el acondicionamiento de microinjertos de tejido segun la presente invencion;

la figura 2 es una vista axonométrica, en despiece ordenado, que muestra las partes del dispositivo de disgregacion
de material biolégico de la figura 1;

la figura 2A es una vista en perspectiva, a escala ampliada, de un rotor con cuchilla y de una rejilla de disgregacién
del dispositivo de disgregacion de las figuras 1y 2;

la figura 2B, dividida en secciones (a), (b) y (c), es una vista que muestra en planta y a escala ampliada, con la
ayuda de algunas imagenes fotograficas, un solo microorificio y un grupo de microorificios de la rejilla de
disgregacion de la figura 2A.

La figura 2C, dividida en secciones (a), (b) y (c), muestra respectivamente, en la seccion (a), un diagrama enfocado
a ilustrar las diversas fases de un proceso de fabricacion, por moldeado, de los microorificios de la rejilla de
disgregacion incluida en un dispositivo de disgregacion de material biolégico no segun la invencién; en la seccion (b)
un punzoén conico usado en el proceso de fabricacion, por moldeado, esquematizado en la seccién (a); y, en la
seccion (c), una imagen fotografica de la rejilla de disgregacion obtenida con este proceso de fabricacion, por
moldeado;

la figura 2D, dividida en secciones (a), (b) y (¢), muestra respectivamente, en la seccion (a), un diagrama enfocado a
ilustrar las diversas fases de una realizacidén de un proceso de fabricacion, por moldeado, de los microorificios de la
rejilla de disgregacion incluida en el dispositivo de disgregacion de material bioldgico de la invencién; en la seccién
(b) un punzén poligonal usado en el proceso de fabricacion, por moldeado, esquematizado en la seccién (a); y, en la
seccion (c), una imagen fotografica de una rejilla de disgregacion obtenida con este proceso de fabricacion,
mediante moldeado;

la figura 2E, dividida en secciones (a), (b) y (c), muestra respectivamente, en la seccion (a), un diagrama enfocado a
ilustrar las diversas fases de un método no segun la invencion, incluyendo una fase de perforacién por medio de una
fuente laser, del proceso de fabricacion, por moldeado, de los microorificios de la rejilla de disgregacién de un
dispositivo de disgregacion de material biolégico no segun la invencion; y en las secciones (b) y (c) una primera y
segunda imagen fotografica que muestran la rejilla de disgregacion y los microorificios respectivos, hechos por
medio de la fuente laser, obtenidos mediante el proceso de fabricacion, esquematizado en la seccion (a), segun esta
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tercera realizacion;

la figura 3A, dividida en secciones (a), (b) y (c), es una vista ortogonal que muestra en una vista en planta y lateral el
dispositivo de disgregacion de material biolégico de las figuras 1y 2;

la figura 3B, dividida en secciones (a), (b) y (c) muestra en una escala alargada y en seccion, respectivamente a lo
largo de las lineas I-I, 1I-1l y llI-1Il de la seccion (a) de la figura 3A, el dispositivo de disgregacion de material biolégico
de la invencion;

la figura 3C, dividida en secciones (a) y (b), muestra en una vista en planta y en seccion algunas variantes de mejora
del dispositivo de disgregaciéon de la invencidon que comprenden un elemento magnético que tiene la funcién de
controlar la presion aplicada por el rotor con cuchilla sobre la rejilla de disgregacion con la finalidad de disgregar el
material biolégico;

la figura 3D, dividida en secciones (a), (b), (c) y (d), muestra en una forma gréfica tridimensional, en una vista
longitudinal y en seccién en las zonas de los extremos, un adaptador adecuado para acoplarse con el dispositivo de
disgregacion de la invencion con la finalidad de conectarlo a un instrumento endoscépico en el suministro habitual de
instrumental de un quiréfano;

las figuras 4A-4F son diagramas de bloque que ilustran algunos posibles ejemplos de aplicacién del dispositivo de
disgregacion de material biolégico de la invencién y de las respectivas suspensiones celulares y microinjertos de
tejido obtenidos utilizando este dispositivo de disgregacion;

la figura 5 es un diagrama que ilustra la estructura tipica de un tejido biolégico antes de disgregarse;

la figura 5A es un diagrama que ilustra una suspension celular obtenida con el dispositivo de disgregacién de la
invencion de las figuras 1y 2;

la figura 6 ilustra esquematicamente una sola célula aislada obtenida con un dispositivo de disgregacion
convencional segun la técnica anterior;

las figuras 7A-7F son ejemplos de cortes de analisis de suspensiones celulares y microinjertos de tejido obtenidos
usando el dispositivo de disgregacion de material bioldgico de la invencion; y

la figura 8 es un diagrama cualitativo que muestra el porcentaje de células viables en una suspension celular,
obtenida con el dispositivo de disgregacion de la invencién, en funcién de las dimensiones de los microorificios de
una rejilla de disgregacion incluida en el mismo dispositivo.

Descripcion de algunas realizaciones preferidas del dispositivo de disgregacion de material biolégico segun
la invencién

Con referencia a los dibujos y en particular a las figuras 1-3, un dispositivo de disgregacién de material biolégico MB,
tal como por ejemplo el tejido bioldgico ilustrado esquematicamente en la figura 5, fabricado segun la presente
invencion, se indica generalmente por 10.

Tal como se explica adicionalmente a continuacion en el presente documento, el dispositivo de disgregacion 10 es
particularmente adecuado y ventajoso para preparar suspensiones celulares y acondicionar microinjertos de tejido,
entendiendo un microinjerto de tejido, acorde con lo que ya se ha explicado anteriormente, que es una suspension
celular o un conjunto de células, en una matriz extracelular, de tamafio subclinico y por tanto no visible a simple vista
sino Unicamente con ayuda de un microscopio.

En detalle, el dispositivo de disgregacion 10 de material biolégico MB se compone de las siguientes partes:

- un cuerpo externo hueco, indicado por 11, con una forma basicamente cilindrica, que define una camara interna
12;

- una placa o rejilla de disgregacion fija 13, que tiene una pluralidad de microorificios 13a cada uno dotado de bordes
afilado, que esta albergada transversalmente en la cdmara interna 12 definida por el cuerpo externo 11, con la
finalidad de definir a su vez una camara de carga y recepcién superior, indicada por 12a, adecuada para recibir y
para cargarse con el material biolégico que va a disgregarse MB, y una camara de recogida inferior, indicada por
12b, adecuada para recoger el material biologico, una vez disgregado, indicado por MB’;

- un rotor con cuchilla 14, que rota en la camara interna 12 y adecuado para actuar conjuntamente, al rotar, con la
rejilla de disgregacion fija 13, con la finalidad de alimentar y poner el material biolégico MB, contenido en la camara
de carga superior 12a, en contacto con los microorificios 13a, con bordes afilados, formados en la rejilla de
disgregacion 13, y provocar por tanto la disgregacion del material biolégico MB haciéndolo pasar a través de estos
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microorificios 13a; y
- una cubierta 15 para cubrir la camara de carga superior 12a.
El rotor con cuchilla 14, rotatorio, incluido en el dispositivo de disgregacion 10, a su vez esta constituido por:

- un eje 14a, orientado en direccion vertical, que tiene una porcion superior que se extiende en un orificio 15a
formado en la cubierta 15 y sobresale por encima de esta ultima,

- una cuchilla de distribucion o alabe 14b, asociada con un extremo inferior del eje vertical 14a y que presenta una
forma helicoidal curva, y

- una rasqueta inferior 14c, también asociada con el extremo inferior del eje vertical 14a;

donde la rejilla de disgregacion perforada fija 13 esta intercalada entre la cuchilla helicoidal 14b y la rasqueta inferior
14c asociada con el extremo inferior del eje 14a, mediante lo cual el rotor con cuchilla 14 esta adaptado para actuar
conjuntamente, rotando, a través de su cuchilla helicoidal 14b y su rasqueta inferior 14c, respectivamente junto con
una cara superior, de la rejilla de disgregacion 13, girada hacia la camara de carga superior 12a, con la finalidad de
poner el material biolégico MB que va a disgregarse en contacto con los microorificios 13a de la rejilla de
disgregacion 13, y con una cara inferior, de la rejilla de disgregacion 13, girada hacia la camara de recogida inferior
12b, con la finalidad de raspar el material biolégico disgregado MB’ que sale de los microorificios 13a de la rejilla de
disgregacion 13 y descargarlo en la camara de recogida inferior 12b tal como se describe adicionalmente a
continuacion.

El cuerpo externo cilindrico 11, incluido en el dispositivo de disgregacion 10 de la invencion, esta a su vez asociado
con un cuerpo interno secundario 16, que define la cdmara de carga superior 12a y esta constituido por una porcién
superior 11a que define un emplazamiento 11’ que alberga este cuerpo interno secundario 16 y una porcion inferior
11b que define la camara de recogida inferior 12b, en donde la rejilla de disgregacién perforada 13 esta intercalada
entre este cuerpo interno secundario 16, albergado en el respectivo emplazamiento 11’ definido por la porcion
superior 11a del cuerpo externo 11, y la porcién inferior 11b, que define la camara de recogida inferior 12b, del
cuerpo externo 11.

Ademas, el cuerpo externo 11 del dispositivo de disgregacion 10 define un orificio pasante 11c que se extiende en
direccion vertical en la pared cilindrica externa del mismo cuerpo externo 11, entre un borde superior de la porcién
superior 11a y la base de la camara de recogida inferior 12b, correspondiente a la porcion inferior 11b, con la
finalidad de atravesar estas dos porciones 11ay 11b del cuerpo externo 11.

Por tanto, este orificio pasante vertical 11c es adecuado para poner en comunicacion el exterior del dispositivo de
disgregacion 10 con la camara de recogida inferior 12b, con la finalidad de permitir la extraccién desde la misma
camara de recogida inferior 12b del material bioldégico disgregado MB’, tal como se describe en mayor detalle a
continuacién en el presente documento.

El cuerpo interno secundario 16, asociado con el cuerpo externo 11, a su vez tiene una porciéon 16a que define un
orificio 16b que alberga de manera rotatoria el eje 14 del rotor con cuchilla 14, y ademas esta unido a la porcion
superior 11a del cuerpo externo 11 con la finalidad de que no rote y por tanto evitar cualquier rotacién de la rejilla de
disgregacion perforada 13, intercalada entre el mismo cuerpo interno secundario 16 y la porcion inferior 11b,
definiendo la camara de recogida inferior 12b, del cuerpo externo 11, cuando el rotor con cuchilla 14 rota en la
camara interna 12 para provocar la disgregacion del material biolégico MB, tal como se ilustra mas claramente a
continuacion en el presente documento cuando se describa el funcionamiento del dispositivo de disgregacion 10.

El cuerpo externo 11, la cubierta 15, el cuerpo interno secundario 16 y el eje 14a del rotor con cuchilla 14 son de
material plastico biocompatible, mientras que la rejilla de disgregacion perforada 13 y la cuchilla de distribucién 14b
del rotor con cuchilla 14 son de acero inoxidable, del tipo que es adecuado para la fabricacidon de instrumentos para
usos quirdrgicos.

Tal como puede observarse a partir de los dibujos todas las diversas partes componentes del dispositivo de
disgregacion 10 se ensamblan a presion sin la ayuda de agentes de unién y/o herramientas, y por tanto pueden
desmontarse.

Dada la gran importancia, en la esfera de la presente invencion, tal como quedara claro adicionalmente en la
descripcion, de los microorificios 13a, que son caracteristicos y estan formados en la rejilla de disgregacién 13, en
particular con relacion a su configuracion y dimensiones especificas, estos microorificios 13a se describiran ahora de
manera detallada, también con respecto al respectivo proceso de fabricacion.

Los microorificios de la rejilla de disgregacion del dispositivo de disgregacion de la invenciéon y el proceso
de fabricacién relacionado
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Segun una caracteristica de la presente invenciéon, los microorificios 13a de la rejilla o placa de disgregacion
perforada 13 tienen un tamafio o diametro, indicado por D en la figura 2B, que esta comprendido entre 70 y 80 um, y
mas preferiblemente tienen un tamafio o diametro D de aproximadamente 75 pum.

Gracias a esta caracteristica, tal como ha resultado a partir de pruebas y experimentos exhaustivos, es posible, por
medio del dispositivo 10 de la invencién, acondicionar microinjertos de tejido y preparar suspensiones celulares,
utiles para diversos propésitos y aplicaciones, por ejemplo como especimenes y muestras, simplemente para
analizarse con fines de investigacion o utiles en el diagnédstico y la terapia de ciertas patologias, que mantienen
integras y sin alteraciones las funciones y la viabilidad celular del material biolégico original MB, evitando de esta
manera el uso de reactivos quimicos para la preparacion de estos microinjertos de tejido y suspensiones celulares,
como en su lugar es necesario a menudo en la técnica anterior.

Segun una caracteristica adicional de la presente invencién, también adecuada para permitir prestaciones
considerables y ventajosas del dispositivo de disgregacion 10 de la invencién, tal como se ilustrd anteriormente, los
microorificios 13a de la placa o rejilla de disgregacion 13 se forman por medio de un proceso de formacion y
moldeado especial, por medio de un molde S del tipo troquel-punzén, de una ldmina o una hoja de metal, en
particular constituida por una tira de acero inoxidable AISI 316L.

La figura 2C muestra esquematicamente, en la respectiva seccion (a), las diversas etapas de un proceso de
fabricacion y formacién por moldeado de los microorificios 13a de la rejilla de disgregacion 13 incluida en el
dispositivo de disgregacion 10 no segun la invencion.

En detalle, el proceso de fabricacion por moldeado de los microorificios 13a, segun este proceso, comprende las
siguientes etapas 01-05 ilustradas en la figura 2C - seccién (a) con la ayuda de flechas:

01 colocar la tira u hoja N del acero inoxidable AISI 316L entre el punzdn, indicado por P, y el troquel, indicado por
M, del molde S;

02 hacer descender el punzén P desde un punto muerto superior y consecuentemente formar la tira u hoja N de
acero inoxidable AISI 316L;

03 detener el punzon P, al final de su carrera descendente, contra el troquel M, con formacion final y fractura
consecuente del material de la hoja de metal N en el centro del punzén P;

04 hacer regresar el punzén P al respectivo punto muerto superior;
05 extraer, del troquel M, la hoja N formada y perforada.

El punzén P usado en esta primera realizacion del proceso de fabricacion y formacion de los microorificios 13a tiene
una configuracion conica y puntiaguda, tal como se muestra claramente en la figura 2C - seccion (b).

Ademas, para completar la informacién, la figura 2C - seccion (c) muestra una imagen fotografica de una porcién de
la rejilla de disgregacion 13, obtenida con el proceso de fabricacion por moldeado esquematizado en la seccién (a)
de la misma figura 2C, donde esta imagen fotografica resalta claramente la configuracion de los microorificios 13a y
en particular como cada uno de ellos tiene un orificio con un borde afilado B, como efecto del rasgado o de la rotura,
provocados por el proceso de fabricacion por moldeado, del material de la tira original N.

Se sefiala mas particularmente que el orificio que se crea a través del rasgado o la rotura del material de la tira N, en
la parte superior del area arrastrada respectiva, por la accién del punzén coénico P en actuacién conjunta con el
troquel M, no es regular sino que tiene un borde afilado e irregular, debido al efecto de la rotura del material de la tira
N.

En la practica, al dimensionar de una manera adecuada el troquel M y el punzén P, es posible, en esta primera
realizacion ilustrada en la figura 2C del proceso para fabricar la rejilla 13, obtener los orificios de los microorificios
13a a través del efecto de la rotura del material que constituye la tira N, en donde el orificio de cada microorificio 13a
tiene una forma irregular y un borde afilado, tal como se muestra en la imagen fotografica de la figura 2C - seccion

(c).

El tamafio promedio o el diametro promedio de los microorificios 13a generados de esta manera por la rotura del
material de la tira N puede variar desde un minimo de 50 micrometros hasta un maximo de 200 micrometros.

La figura 2D, a su vez, muestra esquematicamente, en la respectiva seccion (a), las diversas etapas de una segunda
realizacion del proceso de fabricacion y formacién mediante moldeado de los microorificios 13a de la rejilla de
disgregacion 13 incluida en el dispositivo de disgregacion 10 de material biolégico de la invencién.
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El proceso de fabricacion por moldeado de los microorificios 13a, segun esta realizacion, difiere de el del proceso no
segun la invencion, descrito anteriormente con referencia a la figura 2C, en que el punzoén P tiene una configuracion
poligonal, tal como se muestra claramente en la figura 2D - seccion (b), en vez de cénica.

En detalle, el proceso de fabricacion mediante moldeado de los microorificios 13a, segun esta realizacion,
comprende las siguientes etapas 01 - 05 ilustradas en la figura 2D - seccion (a) con la ayuda de flechas:

01 colocar la tira u hoja N del acero inoxidable AISI 316L entre el punzdn, indicado por P, y el troquel, indicado por
M, del molde S;

02 hacer descender inicialmente el punzén P desde un punto muerto superior con formacion y deformacion
consecuentes de la tira u hoja N de acero inoxidable AISI 316L;

03 detener el punzén P, al final de su carrera descendente, contra el troquel M, con formacion final y fractura del
material de la hoja N en el centro del punzén P;

04 hacer regresar el punzén P al punto muerto superior;
05 extraer, del troquel M, la hoja N formada y perforada.

Ademas, para completar la informacion, la figura 2D - seccién (c) muestra una imagen fotografica de una porcion de
la rejilla de disgregacion 13, obtenida con el proceso de fabricacion por moldeado esquematizado en la seccion (a)
de la misma figura 2D y segun la realizacion, en donde esta imagen fotografica resalta claramente la configuracién
de los microorificios 13a y en particular como el orificio, definido por cada uno de ellos, tiene un borde afilado B,
como efecto del rasgado o de la rotura, provocada por el proceso de fabricacién por moldeado, del material de la tira
original N.

En la practica, al dimensionar de una manera apropiada el troquel M y el punzén P es posible, en esta segunda
realizacion ilustrada en la figura 2C del proceso para fabricar la rejilla 13 y de manera similar a la primera realizacion
ilustrada en la figura 2C, obtener los orificios de los microorificios 13a a través del efecto de la rotura del material que
constituye la tira N, en donde el orificio de cada microorificio 13a tiene una forma y borde irregular, afilado, tal como
se muestra en la imagen fotografica de la figura 2D - seccion (c).

Ademas, se sefiala que el uso del punzén P, con configuraciéon poligonal, en esta realizacién del proceso de
fabricacion de los microorificios 13a, permite ventajosamente la formacién de los microorificios 13a, mostrando cada
uno un borde afilado caracterizado por varias puntas afiladas, lo que a su vez corresponde en nimero al de los lados
de la configuracion poligonal del punzén P.

A este respecto también se sefala, tal como se ha determinado mediante numerosas pruebas experimentales y
exhaustivas, que se obtuvieron excelentes resultados con un dispositivo de disgregacion 10 que tiene una rejilla de
disgregacion 13 caracterizada por microorificios 13a que muestra cada uno una configuracion hexagonal, con seis
puntas afiladas, a su vez obtenidas usando un punzén hexagonal en este proceso de moldeo ilustrado en la figura
2D.

Para resumir, los microorificios 13a de la rejilla de disgregacion 13 que constituyen, junto con el cuchilla de
distribucion 14b, la estructura de funcionamiento del dispositivo de disgregacion 10, se obtienen con un proceso de
moldeado de tipo troquel-punzén que provoca la rotura del material de una lamina de acero inoxidable, de modo que
a través del efecto de esta rotura cada microorificio 13a tiene un borde irregular que tiene caracteristicas afiladas,
que definen en particular una pluralidad de microcuchillas.

Por ejemplo, ventajosamente, tal como ya se especificé anteriormente, los microorificios 13a pueden tener una
forma hexagonal tal como se muestra en la figura 2B, obtenida en particular usando un punzén hexagonal en el
proceso de fabricacion ilustrado en la figura 2D.

Naturalmente otras formas y configuraciones son posibles, por ejemplo cuadrada o en general poligonal, donde las
microcuchillas de cada microorificio 13a corresponden a los lados del poligono respectivo.

En particular, para una mayor claridad, la figura 2B muestra en detalle, con la ayuda de algunas imagenes
fotograficas obtenidas de un prototipo del dispositivo de disgregacién 10 de la invencion, tanto un solo orificio 13a
como un grupo de orificios 13a que se forman en la rejilla de disgregacién 13, en donde las microcuchillas que estan
asociadas con los lados de cada orificio hexagonal 13a se indican por 13a’.

Finalmente, la figura 2E muestra esquematicamente, en la respectiva seccion (a), las diversas fases de un proceso
de fabricaciéon y formaciéon por moldeado de los microorificios 13a de la rejilla de disgregacion 13 incluida en el
dispositivo de disgregaciéon 10 de material biolégico no segun la invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 800 908 T3

El proceso de fabricacion por moldeado de los microorificios 13a, segun este proceso no segun la invencion, difiere
de el del primer proceso no segun la invencion y de el de la realizacién segun la invencién, descrita previamente con
referencia a las figuras 2C y 2D, en que el punzén P, usado en el proceso, tiene en la punta una configuracion
redondeada y no puntiaguda, de forma que el punzén P esta configurado de forma tal que Unicamente deforme y
arrastre el material de la tira N, pero sin provocar el rasgado y la fractura de la misma, y ademas en que el orificio del
microorificio 13a se obtiene, en vez de por rasgado y fractura del material de la tira N, por medio de una fuente laser
(amplificacion de luz mediante emision estimulada de radiacion).

En detalle, el proceso de fabricacion de los microorificios 13a, segun este proceso no segun la invencion, comprende
las siguientes etapas 01-05 ilustradas en la figura 2E - seccion (a) con la ayuda de flechas:

01 colocar la tira o lamina N del material de acero inoxidable AISI 316L entre el punzon P y el troquel M, del molde
S;

02 fase inicial del descenso del punzén P desde un punto muerto superior y consecuente formaciéon del material de
la tira u lamina N de acero inoxidable AISI 316L;

03 detener el punzon P, al final de su carrera descendente, contra el troquel M, con la formacion y el arrastre de la
tira N, sin provocar, sin embargo, el rasgado y la fractura del material que constituye esta tira N;

04 hacer regresar el punzén P al punto muerto superior y retirarlo de la zona de la tira N;

05 realizar el taladrado, o perforaciéon del material de la tira N que forma la punta de la zona arrastrada, por medio de
una fuente laser, en particular del tipo que tiene una cabeza multifocal.

Para completar la informacion, la figura 2E - secciones (b) y (c) muestran dos imagenes fotograficas de una porcion
de la rejilla de disgregacion 13 que se obtiene con el proceso de fabricacion, esquematizado en la seccion (a) de la
misma figura 2E, segun ese proceso y usando una fuente de luz laser, donde estas imagenes fotograficas resaltan y
muestran en detalle las aberturas o los orificios formados por medio de la fuente de luz laser.

Se sefala que el orificio que se crea y obtiene de esta manera con el laser, en el interior y en la region central de la
zona arrastrada por medio del punzén P, es particularmente preciso, y que esta técnica laser permite que el orificio
se haga con las dimensiones requeridas, en particular en el intervalo de 50-70 um (micrometros) con una tolerancia
de + 5 um (micrémetros).

Ademas, el corte, hecho de esta manera mediante el laser, a su vez calibrado adecuadamente para el tipo de corte
requerido con la finalidad de formar el orificio, tiene bordes particularmente afilados.

Nuevamente, con el laser pueden obtenerse figuras de corte particularmente complejas, tales como por ejemplo un
corte romboide, tal como el usado preferiblemente, ovalado, en cruz o simplemente un orificio redondo.

Funcionamiento del dispositivo de disgregacion 10 de la invencion

Tal como se especificd previamente, el dispositivo de disgregaciéon 10 de la invencion se disefid especificamente
para triturar y disgregar finamente un material biolégico con la finalidad de obtener a partir del mismo una
suspension celular o un microinjerto de tejido y puede hacerse funcionar de la siguiente manera.

Inicialmente, después de haber abierto y extraido completamente la cubierta 15 del cuerpo cilindrico externo 11, se
introduce en la camara de carga superior 12a una cantidad preestablecida de disolucion fisiolégica que por tanto se
acumulara en la base de esta camara de carga 12a.

Esta disolucién fisioldgica tiene la funcién de llevar a cabo una accién de lubricacion durante el proceso completo de
disgregacion del material biolégico y, también y sobre todo, la de funcionar como un medio para recuperar el
material biolégico disgregado obtenido al final del proceso de disgregacion.

Entonces la muestra, es decir, el material biolégico MB que va a disgregarse, se carga en la camara de carga
superior 12a, a su vez en dimensiones tales como para permitir que la cuchilla de distribucion 14b pase por encima
de este material biologico MB en la fase inicial del proceso de disgregacion.

Entonces, después de haber cerrado nuevamente el dispositivo de disgregacion 10 con la cubierta superior 15, se
garantiza que el dispositivo de disgregacion 10 esté en una posicion vertical y estable de forma que no pueda rotar
durante la fase de disgregacion posterior.

En este punto la pieza, que sobresale desde la cubierta 15, del eje 14a del rotor con cuchilla 14 se acopla con
medios de motor apropiados, por ejemplo, constituidos por un motor eléctrico, dotado para impulsar la rotacion del
rotor con cuchilla 14.
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En particular, en esta fase, puede ser Util y ventajoso usar un adaptador adecuado, descrito a continuacion en el
presente documento de una forma mas precisa y detallada, para acoplar la parte que sobresale del eje 14a con el
motor eléctrico.

Posteriormente, se acciona el motor con la finalidad de impulsar la rotacién del rotor 14, tal como se indica mediante
flechas f1 en la figura 3B, durante un tiempo prefijado, es decir, hasta la conclusion del ciclo de disgregacion.

En detalle, durante esta fase de disgregacion, la cuchilla de distribucion 14b del rotor con cuchilla 14, al rotar,
distribuye y pone el material biolégico MB cargado en la camara de carga superior 12a en contacto con los
microorificios 13a formados en la rejilla de disgregacion 13, forzandolo a pasar a través de los mismos, de modo que
el material biolégico MB, que pasa a través de estos microorificios 13a y al actuar conjuntamente con las respectivas
microcuchillas, se disgrega apropiadamente.

Ademas la rasqueta 14c, que rota integralmente con la cuchilla de distribucion 14b, fomenta el desprendimiento del
material biolégico disgregado MB’, después que haya pasado a través de los microorificios 13a, desde la superficie
inferior de la rejilla de disgregacion 13, y su recogida en la base de la camara de recogida 12b, tal como se
esquematiza con lineas punteadas y discontinuas y se indica mediante flechas f2 en la figura 3B.

En esta fase, meramente a modo de ejemplo y por tanto sin querer restringir de ninguna manera el rango de uso y
aplicacién del dispositivo de disgregacion 10 de la invencion, el rotor con cuchilla 14 puede hacerse rotar a una
velocidad de aproximadamente 80 rpm, aplicando adicionalmente sobre el mismo un par de torsién apropiado, por
ejemplo, de 25 Nw*cm, con la finalidad de superar las resistencias mecanicas habituales que se oponen a esta
rotacion, y por tanto provocar el paso del material biol6gico a través de la rejilla 14 y su consecuente disgregacion.

Finalmente, al final de la fase de disgregacion, después de haber desconectado el motor eléctrico del eje 14a del
rotor con cuchilla 14, se inserta una jeringa del tipo sin aguja, dentro del orificio 11c que se extiende verticalmente en
la pared del cuerpo cilindrico externo 11, y la suspensién celular o el material biolégico disgregado MB’, obtenido de
esta manera, se aspira de la camara de recogida inferior 12b, tal como se indica esquematicamente mediante
flechas f3 en la figura 3B.

Técnica de trituracion/disgregacion del material bioldgico en la base del dispositivo de la invencion

Queda claro por tanto a partir de lo que se ha descrito hasta ahora, con relacién tanto a la estructura como al
funcionamiento del dispositivo de disgregacion 10, que la presente invencion implica también una técnica nueva e
innovadora de trituracion/disgregacion de un material biolégico MB.

En particular, basandose en esta técnica innovadora, debido a la rotacion del rotor con cuchilla 14, el material
biolégico MB se conduce inicialmente y se pone en contacto con la rejilla de disgregacion 13 mediante la cuchilla de
distribucién 14b que pasa por encima del material biolégico MB dentro de la cdmara de carga 12a.

Por tanto, en esta fase inicial la disolucion fisiologica, ya contenida en la camara de carga 12a, se enriquece con
células.

Adicionalmente el rotor con cuchilla 14, mientras rota, lleva a cabo la doble funciéon de hacer rotar el material
biolégico y de mover la disolucion fisiolégica con la finalidad de mezclarla.

Nuevamente la cuchilla de distribucion 14b del rotor con cuchilla 14, que esta conformada adecuadamente a lo largo
de un perfil helicoidal, garantiza que, durante la fase de disgregacion del material biolégico MB, la disolucién
fisiolégica, contenida en la camara de carga 12a, lava continuamente la superficie de la rejilla de disgregacion 13.

Esta distribucion continua de la disolucidn fisiolégica en contacto con la rejilla de distribucion perforada 13 a su vez
es tal que limpia continuamente los respectivos orificios 13a y por tanto permite el paso libre de las células a su
través, de modo que se evita el sobrecalentamiento y/o quemado de los tejidos y de las células u otras desventajas
que podrian alterar las caracteristicas del material biolégico original MB, durante el deslizamiento de la cuchilla de
distribucion 14b sobre la rejilla de disgregacion 13.

Finalmente, el deslizamiento y la ligera presién ejercida por la cuchilla de distribucion 14b, mientras rota sobre el
material biolégico MB que va a triturarse, significa que las células o los conglomerados de células, que tienen un
diametro maximo inferior a 75 micrometros, se fuerzan a pasar a través de los orificios 13a, apropiadamente
calibrados, de la rejilla de disgregacion 13, de modo que desde el lado opuesto de la rejilla perforada 13 Unicamente
salen las células o conglomerados de células, incluidos en el material bioldgico MB, que tienen un diametro maximo
inferior a 75 micrometros.

Se subraya y se confirma en particular nuevamente que este tamafio exacto y preciso de 75 um de los orificios
pasantes 13a formados en la rejilla de disgregacion 13 es de importancia fundamental para obtener, al final del
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proceso de disgregacion, una suspension celular que ha conservado intactas las caracteristicas, funciones y
viabilidad del material biolégico original, no disgregado.

Para una mayor claridad, la figura 5A muestra esquematicamente una suspension celular obtenida a través de la
disgregacion de un material bioldgico original MB, tal como se muestra en la figura 5, usando el dispositivo de
disgregacion 10 de la invencion.

Tal como puede observarse a partir de esta figura 5A, en la suspension celular obtenida de esta manera el material
bioldgico disgregado, indicado como MB’, conserva intactas sus funciones y caracteristicas, y en particular las
células CEL mantienen su forma original, tal como que los fragmentos de la matriz extracelular MAT y de los factores
de crecimiento FC, indicativos de la viabilidad de la células CEL, no presentan alteraciones ni modificaciones en
detrimento de la viabilidad y de la capacidad para desarrollar y reaccionar a las condiciones externas, representadas
con flechas en la figura 5A, de las mismas células CEL.

De esta manera cada célula individual CEL conserva intactos todos aquellos factores organicos e inorganicos que
implican y que constituyen su nicho biolégico y que por tanto determinan la funcién y las capacidades del mismo, tal
como el del desarrollo en particular.

En su lugar, de manera muy distinta, tal como se subray6 y esquematiz6 previamente en la figura 6, en las
suspensiones celulares que se obtienen a través de disgregacion usando las técnicas conocidas y disponibles
actualmente, las células tienen una forma modificada con respecto a la que tenian en el material bioldgico original,
aun sin disgregar.

Ademas, debido a la disgregacién llevada a cabo con técnicas convencionales, la matriz extracelular también esta
sujeta a alteraciones y modificaciones de modo que, en la suspension celular final obtenida mediante disgregacion
del material biolégico original, se encuentra que las células individuales estan libres de los factores organicos e
inorganicos que las implican en su nicho biolégico y que determinan la funcién y las capacidades del mismo.
Ejemplos de la aplicacion del dispositivo de disgregacion de la invencion

Tal como se anticipo, el dispositivo de disgregacion 10 de la invencion es particularmente adecuado y ventajoso para
la preparacion de suspensiones celulares y de microinjertos de tejido que van a usarse con diversos propésitos y en
multiples aplicaciones, ambos normalmente médicos y no, por ejemplo, para el simple andlisis en el laboratorio de
muestras o con fines diagndsticos o terapéuticos o con fines cosméticos u otros, tal como se determiné mediante
amplias y exhaustivas pruebas y experimentos.

Por tanto, a continuacion en el presente documento, con referencia a los diagramas de bloques de las figuras 4a-4D,
van a ilustrarse algunos ejemplos preferidos y especificos de uso y aplicacion, en diversas areas y con diversos
propositos, del dispositivo de disgregacion 10 de la invencidn y de las respectivas suspensiones celulares y
microinjertos de tejido que se obtienen, con este dispositivo, a partir de la disgregacion del material bioldgico.
EJEMPLO 1 (ulceras, pérdidas de sustancia, dehiscencias, heridas dificiles)

En este primer ejemplo 1, correspondiente al diagrama de bloques de la figura 4A, se toma inicialmente una cantidad
suficiente de dermis para el tratamiento a partir de una zona no lesionada del cuerpo humano y entonces se lleva a
cabo su disgregacion por medio del dispositivo de disgregacion 10, propuesto con la invencion.

Entonces, una vez que se ha obtenido la suspension, ésta se impregna con biomaterial de colageno.

En este punto se prepara el sitio de injerto, es decir con la sangria de la lesidn o de la herida que va a tratarse.

Entonces el complejo biolégico obtenido previamente se injerta en el lugar, constituido por la suspension celular y el
biomaterial, y entonces se lleva a cabo una medicaciéon comun.

Posteriormente se llevan a cabo una serie de comprobaciones periddicas.
También es posible llevar a cabo tratamientos adicionales en caso de lesiones muy extensas.
EJEMPLO 2 (aplicaciones estéticas)

En este ejemplo 2, correspondiente al diagrama de bloques de la figura 4B, se toma inicialmente una cantidad
suficiente de dermis de una zona no lesionada del cuerpo humano para llevar a cabo el tratamiento.

Esta cantidad de dermis se disgrega entonces por medio del dispositivo propuesto.

Una vez que la suspension celular se ha obtenido, se inyecta debajo de la lesién que va a tratarse o del defecto que
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va a eliminarse, que pueden ser arrugas, psoriasis, esclerodermia, vitiligo, Ulceras, cicatrices queloides, heridas
causadas por S. minus, etc., con una aguja de tamafio adecuado.

Se llevan a cabo las comprobaciones de rutina habituales.

Es posible llevar a cabo tratamientos adicionales en caso de lesiones muy extensas.

EJEMPLO 3 (aplicaciones ortopédicas, odontolégicas, maxilofaciales)

Con referencia al diagrama de bloques de la figura 4C, también segun este ejemplo 3, se toma inicialmente una
cantidad suficiente de material biolégico (hueso, periostio o pulpa dental) sin sobrecalentarlo y sin extraer sangre, y
luego se fragmenta y se procesa por medio del dispositivo de disgregacién 10 propuesto, con el fin de obtener y

preparar la respectiva suspension celular.

Entonces se proporciona una fase de impregnacion del biomaterial, es decir, de la suspensién celular, en la
protesis/placa que va a aplicarse, con el fin de obtener el complejo biolégico.

Posteriormente se acondiciona el sitio receptor (defecto 6seo de diversa naturaleza, fracturas, sitio aceptor de
protesis tales como prétesis de cadera, rodilla, implantes dentales, etc.), es decir, se lleva a cabo un acceso
quirargico y, después de haberlo acondicionado, el complejo biolégico ya preparado se injerta en el sitio receptor.
EJEMPLO 4 (aplicacion en la regeneracion de defectos periodontales)

En este ejemplo 4, correspondiente al diagrama de bloques de la figura 4D, después de haber tomado inicialmente
una cantidad suficiente de material biolégico (hueso, periostio o pulpa dental) sin extraer sangre y sin
sobrecalentarlo, se fragmenta y se procesa por medio del dispositivo de disgregacién 10 propuesto.

Se lleva a cabo la impregnacion del material biolégico obtenido para la disgregacion, preparando asi el complejo
bioldgico.

Entonces se acondiciona el sitio receptor.

En particular en esta fase se realiza un acceso quirdrgico en la zona del sitio con colgajos de incision adecuados
para la terapia de regeneracion periodontal y también se lleva a cabo el desbridamiento, es decir, la eliminacion de
defectos intradseos mediante técnicas convencionales.

Posteriormente, después de haber acondicionado el sitio de recepcion, el complejo bioldgico obtenido se injerta.

Finalmente se lleva a cabo la sutura del sitio a manera de contencion y el paciente se deriva para comprobaciones
sucesivas.

EJEMPLO 5 (aplicaciones veterinarias)

En este ejemplo de aplicacion 5, en el campo veterinario, correspondiente al diagrama de bloques de la figura 4E, el
material bioldgico, después de haberse tomado inicialmente en cantidad suficiente de una zona sana del cuerpo del
animal (hueso, periostio, piel, musculo) sin extraer sangre y sin sobrecalentarlo, se fragmenta y se procesa por
medio del dispositivo de disgregacién 10 propuesto.

Se lleva a cabo entonces la impregnacién del material biolégico obtenido para la disgregacion, preparando asi el
complejo bioldgico.

Entonces se acondiciona el sitio de recepcion.
En particular, en esta fase, se lleva a cabo un acceso quirurgico en la zona del sitio con colgajos de incision
adecuados para la terapia de regeneracion y también se lleva a cabo un desbridamiento con técnicas

convencionales.

Posteriormente, después de haber acondicionado el sitio de recepcién, se injerta el complejo biolégico preparado
previamente.

Finalmente, se lleva a cabo la sutura a manera de contencién y el paciente se deriva para comprobaciones
sucesivas.

EJEMPLO 6 (aplicacion en la regeneracion de defectos musculares y del miocardio)

En este ejemplo 6, correspondiente al diagrama de bloques de la figura 4F, se toma inicialmente una cantidad
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suficiente de musculo esquelético o del miocardio sin extraer sangre y con acceso minimamente invasivo, y luego se
fragmenta y se procesa por medio del dispositivo de disgregacion 10 propuesto.

Se lleva a cabo la impregnacion del material biolégico obtenido para la disgregacién, para preparar el complejo
bioldgico.

Entonces se acondiciona el sitio de recepcion.

Mas particularmente, en esta fase se lleva a cabo una intervencion quirirgica en la zona del sitio con un acceso
minimamente invasivo y el complejo biolégico que se habia preparado se injerta entonces.

Entonces se deriva al paciente para comprobaciones posteriores.

Pruebas y resultados experimentales

El dispositivo de disgregacién 10 y los productos relacionados, es decir, suspensiones celulares y las muestras
obtenidas con este dispositivo para la disgregacién de un material biolégico original, se sometieron a numerosas
pruebas y comprobaciones experimentales en profundidad encaminadas a recoger datos utiles y a confirmar las
caracteristicas innovadoras y las ventajas de la presente invencion.

Para ser exhaustivo, las imagenes de las figuras 7A-7F muestran algunos ejemplos de cortes y muestras que se han
analizado y examinado como parte de estas pruebas y por tanto pueden interpretarse y entenderse claramente por
expertos, en donde estas muestras, el sujeto de estudio y andlisis, se obtuvieron de un tejido disgregado por medio
del dispositivo de disgregacion 10 de la invencién de material bioldgico.

En detalle, los analisis de laboratorio llevados a cabo sobre estas muestras han mostrado que las primeras colonias
aparecieron después de aproximadamente 15-20 dias y un mes después de haberse sembrado.

Estas dos colonias se desprendieron entonces de la placa y volvieron a sembrarse, se fotografiaron y se analizaron
por citofluorometria.

Ahora, tal como puede observarse a partir de las imagenes de las figuras 7A-7F, las muestras analizadas, derivadas
del tejido original disgregado, tienen claramente dos poblaciones diferentes de células, es decir una primera
poblacién con una forma alargada y una segunda poblacion con una forma romboidal, mas grande.

En este sentido, se sefiala que, con la finalidad de poder fotografiar estas dos poblaciones de células, se tifieron los
respectivos nucleos de azul con un colorante organico fluorescente (DAPI), mientras que para el analisis
citofluorométrico se usd el panel de anticuerpos que se usa normalmente para caracterizar células
mesenquimatosas, mas un anticuerpo anti-CD11B.

Para resumir, estos analisis dieron los siguientes resultados:

- Viabilidad: 92%
- Células CD90+: 52%
- Células CD105+: 82%
- Células CD11b+ 45%
- Células CD11b-dim: 43%
- Células CD73+: 82%
- Células CD146+: 36%
- Células CD146-dim: 49%
- Células CD31+: 2%

- Células CD80+: 3%

- Células CD45+, CD14+, CD34, CD133: 0%

Ademas, de estas pruebas resultdé que las células que se encuentra que pertenecen a la linea celular
mesenquimatosa, tal como se esperaba, son negativas para los marcadores del linaje hematopoyético.

Ademas se encontré que la viabilidad de las células era excelente.

Mas particularmente, el diagrama cualitativo de la figura 8, que resume y condensa las numerosas pruebas llevadas
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a cabo para determinar las caracteristicas y las ventajas de la presente invencién, muestran claramente que, en la
suspensién celular obtenida por medio del dispositivo de disgregacion 10 de la invencion, el porcentaje de células
aisladas viables y de los respectivos factores de crecimiento alcanza su valor maximo y éptimo cuando los orificios
13a de la rejilla de disgregacion 13 tienen un tamafio o diametro de alrededor de 75 micrometros.

En su lugar, para valores del tamafio de los orificios 13a por debajo de 75 micrémetros, este porcentaje de las
células aisladas viables es sustancialmente mas bajo que el valor maximo, tal como se muestra por la porcién A con
linea continua del diagrama de la figura 8.

La porcién B, con lineas punteadas y discontinuas, del diagrama de la figura 8 a su vez debe referirse a la presencia,
en la suspension celular obtenida por medio de un dispositivo de disgregacion 10 de la invencién, asi como de
células aisladas también de conglomerados celulares.

Por tanto, esas pruebas, asi como otras no facilitadas en el presente documento por motivos de brevedad, han
demostrado claramente que el dispositivo de disgregacién 10, propuesto por la presente invencion, permite preparar
y obtener muestras de tejido biolégico y mas generalmente de material biol6gico, obtenido a través de disgregacion
de un tejido que es de un material biol6gico original, donde ventajosamente las muestras obtenidas y en particular
las células respectivas conservan intactas y sin alteraciones las caracteristicas, las funciones y la viabilidad celular
del tejido y del material bioldgico original y por tanto no se alteran por la fase de disgregacién a la que se han
sometido, con la ventaja adicional de que las muestras obtenidas, al estar intactas y conservar su viabilidad celular
original, son adecuadas para analizarse directamente sin recurrir a la ayuda de reactivos quimicos.

En este sentido, se apreciara sin duda que el dispositivo de disgregacion 10 de la presente invencién constituye una
mejora significativa y una innovacion importante con respecto a la técnica anterior, en particular constituida por el
dispositivo de trituracion descrito en la patente US 5.731.199, tanto en el método de fabricacién de las partes que
son esenciales para el funcionamiento del dispositivo de disgregacién como con respecto a su uso y sus posibles
aplicaciones, y en particular permite una considerable expansién del campo de aplicacion del dispositivo de
disgregacion con respecto a lo permitido por el dispositivo conocido de la patente US 5.731.199.

Variantes y mejoras

Sin perijuicio de los conceptos basicos de la presente invencién, también queda claro que pueden hacerse cambios y
mejoras adicionales en el dispositivo de disgregacion de material biolégico, descrito hasta ahora, para la preparacion
de suspensiones celulares y microinjertos de tejido, sin apartarse de ese modo del alcance de la misma invencion.

Por ejemplo, las cuchillas del rotor con cuchilla 14 pueden ser mas de una, es decir, pueden ser cuatro o seis
colocadas simétricamente alrededor del area de la punta del eje 14a.

Nuevamente, segun una mejora correspondiente a las realizaciones mostradas en la figura 3c, el dispositivo de
disgregacion 10 de la invenciéon puede estar asociado con un elemento magnético que tiene la funcién de controlar
apropiadamente la presién con la que el rotor con cuchilla 14 y la rejilla de disgregaciéon 13 actuan conjuntamente
entre si con la finalidad de disgregar el material bioldgico.

En detalle, en una primera realizacion indicada por 10-1 y mostrada en la seccion (a) de la figura 3C, el dispositivo
de disgregacion 10 esta dotado de un elemento magnético, indicado por MAG y constituido en particular por un iman
permanente de neodimio, que esta adherido a la base de la bandeja o de la camara de recogida inferior 12b del
dispositivo de disgregacion 10.

En su lugar, en una segunda realizacién indicada por 10-2 y mostrada en la seccidn (b) de la figura 3C, el dispositivo
de disgregacion 10 se proporciona en combinacién con una base de soporte adicional BA y el elemento magnético
MAG esta unido a la base de un emplazamiento S que esta formado en esta base de soporte adicional BA y tiene la
funcién de recibir y albergar de manera estable el dispositivo de disgregacion 10 durante el uso.

Este iman MAG lleva a cabo la accion, en ambas realizaciones 10-1 y 10-2, de atraer la cuchilla helicoidal 14b del
rotor con cuchilla 14 con una carga preestablecida, con el fin de controlar la presién aplicada por el mismo rotor con
cuchilla 14b sobre la rejilla de disgregacion 13 y de evitar en particular un valor excesivo de esta presion.

Con este propdsito, las dos partes que actuan conjuntamente en el dispositivo de disgregacién 19 en contacto y en
una razon de presion entre si para disgregar el material biolégico, es decir, la cuchilla helicoidal 14b del rotor con
cuchilla 14 y la rejilla de disgregacion 13, estan constituidas por aceros que presentan diferentes fases alotrépicas,
austenitica o martensitica, de modo que la rejilla de disgregacion 13, hecha por ejemplo de acero inoxidable 316L,
por tanto acero austenitico, es amagnético y por tanto insensible al campo magnético generado por el iman MAG,
mientras que en su lugar la cuchilla helicoidal 14b, hecha con acero martensitico, es sensible al campo magnético
generado por el iman MAG y por tanto se empuja con una presion o fuerza controlada contra la rejilla de
disgregacion 13.
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Obviamente el iman permanente MAG se dimensiona y selecciona en cuanto a fuerza y capacidad de atraccion de
manera tal que la presion aplicada por la cuchilla helicoidal 14b contra la rejilla de disgregacion 13 es adecuada para
obtener una disgregacion correcta del material biolégico.

Por tanto, para resumir, estas variantes 10-1 y 10-2 del dispositivo de disgregacion de la invencion tienen la ventaja
de mantener bajo control de manera efectiva la presion aplicada por la cuchilla helicoidal o el rotor 14b contra la
rejilla de disgregacion 13, con la finalidad de obtener una disgregacion optima del material biolégico y por tanto
prevenir y remediar algunas desventajas que pueden producirse en los dispositivos de disgregacion conocidos, tales
como por ejemplo los descritos por la patente US 5.731.199, que carece de este control.

Uso del dispositivo de disgregaciéon de material biolédgico de la invenciéon en el quiréfano, con el dispositivo de
disgregacién conectado por medio de un adaptador a un instrumento endoscopico incluido en el suministro de
instrumentos del quiréfano

Finalmente, segun un aspecto adicional de la presente invencion, el dispositivo de disgregacién 10 de material
bioldgico, ilustrado previamente, puede conectarse ventajosamente, con la ayuda de un adaptador adecuado, a un
instrumento endoscdpico o motor eléctrico, estéril, ya presente en el quiréfano, con la finalidad de permitir el uso del
dispositivo de disgregacion 10 de la invencion directamente en el quiréfano.

La figura 3D muestra este adaptador, indicado en general por 20, que permite de hecho la conexién del dispositivo
de disgregacion 10 de la invencién a un motor quirdrgico comidn o manipulador, incluido en el suministro de
dispositivos e instrumental estéril habitualmente presente en el quiréfano.

En detalle, el adaptador 20 tiene una configuracion alargada con un primer extremo 20a apropiado para conectar el
adaptador 20, por un lado, al eje 14a, que sobresale del dispositivo de disgregacion, y en un segundo extremo
opuesto 20b, apropiadamente moldeado, apto para conectar el adaptador 20, por el otro lado, al instrumento
endoscopico, ya presente en el quiréfano.

Durante el uso efectivo este adaptador 20 esta conectado, en el quiréfano, en un lado al eje sobresaliente 14a del
dispositivo de disgregacion 10 y en otro lado al instrumento endoscopico.

El instrumento endoscépico se acciona entonces con la finalidad de hacerlo rotar a una velocidad adecuada, en
particular 80 rpm, y aplicar un par de torsién apropiado, por ejemplo, de 25 Nw*cm, tal como se indicé ya
previamente, al rotor con cuchilla 14 del dispositivo de disgregacion 10 y en consecuencia provocar la disgregacion
del material biolégico, ya tomado del paciente que esta tratdndose en el quiréfano y previamente introducido en el
dispositivo de disgregacion 10.

De esta manera, es decir, sin transferir al exterior del quiréfano el material biolégico tomado del paciente, es posible
preparar el material biolégico disgregado, por ejemplo, en forma de un microinjerto de tejido, para insertarlo
nuevamente en el cuerpo del paciente que esta tratandose en el quiréfano.

Por tanto, el dispositivo de disgregacion 10 de la invencién, gracias al adaptador 20 descrito previamente, permite
prestaciones y resultados innovadores que van mas alla de los permitidos por la técnica anterior, por ejemplo, por el
dispositivo triturador de material bioldgico descrito por la patente US 5.731.199 ya mencionada previamente en
numerosas ocasiones, con la finalidad de constituir una alternativa valida para los sistemas en uso conocidos
actualmente.

En particular el dispositivo de disgregacion 10 de la invencion, usado en combinaciéon con este adaptador 20 que
permite la conexion del mismo con un instrumento endoscoépico estéril, ya presente en el quiréfano, ya no esta
configurado como un simple dispositivo de disgregacion de material bioldgico, tal como el descrito por la patente US
5.731.199, sino que se convierte y puede compararse, al menos funcionalmente, con un instrumento quirtirgico que
puede usarse directamente en el quiréfano, es decir, como un microbisturi estéril y de un solo uso, constituido por
una pluralidad de microcuchillas, por ejemplo 600, suponiendo que la rejilla de disgregacion 13 del dispositivo 10
tiene 100 microorificios 0 poros hexagonales, es decir 100 microorificios definiendo cada uno 6 microcuchillas, por
tanto un total de hecho de 600 microcuchillas, donde este microbisturi puede usarse para cortar y disgregar los
tejidos en unos pocos minutos con la finalidad de obtener, directamente en el quiréfano y sin procesos adicionales,
los fragmentos de tejido de dimensiones calibradas que se requieren para los pacientes que estan tratandose en el
quiréfano.

En consecuencia, al menos dentro de la esfera de este uso innovador, el dispositivo de disgregacion 10 de la
invencion puede definirse también como microbisturi para microcirugia minimamente invasiva.

En este sentido se subraya que, hasta la fecha, la técnica anterior no permitia estas prestaciones y resultados en el

quiréfano, que se obtienen en su lugar de la conexion del dispositivo de disgregacion 10, tal como se menciond, por
medio del adaptador 20 con un instrumento endoscépico comun ya presente en el quiréfano.
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De hecho, en la técnica anterior, por tanto también incluyendo el dispositivo triturador descrito por la patente US
5.731.199, era necesario, con la finalidad de obtener los microfragmentos de tejido que van a usarse en el quiréfano
para el tratamiento de los pacientes, transferir los tejidos, una vez tomados del paciente, fuera del quiréfano a un
laboratorio equipado con una maquina especial que tiene la funcion de activar o hacer rotar el dispositivo, con la
finalidad de obtener los microfragmentos de tejido, que van a llevarse entonces al quiréfano para injertarse en el
paciente.

Esta transferencia fuera del quiréfano y las operaciones asociadas con la misma conllevaban sin embargo
manipulaciones que no estaban permitidas por la ley en la esfera de la terapia médica.

En su lugar, tal como se describio previamente, al conectar el dispositivo 10 de la invencion por medio del adaptador
20 del dispositivo de disgregacion 10 de la invencion con un manipulador quirtrgico estéril, incluido en el suministro
de instrumentos y dispositivos, ya presente en el quiréfano, es posible ponerlo a disposicién y usar el dispositivo 10
directamente en el quiréfano, conservando la esterilidad y la eficiencia del sistema y al mismo tiempo observando la
ley.

Por tanto, de esta manera, el dispositivo de disgregacion de la invencién se convierte también en parte esencial de
un procedimiento quirtrgico e instrumento clinico innovador, para la regeneracién de tejidos en el quiréfano,
adecuado para observar las condiciones de esterilidad, procedimiento que en su lugar no era posible llevar a cabo
antes con los instrumentos ofrecidos por la técnica anterior, en particular con el dispositivo descrito por la patente US
5.731.199.

Ademas, adicionalmente a las ventajas y las prestaciones mencionadas anteriormente, ya en si mismo importante,
relacionado con el uso del dispositivo 10 de la invencion directamente en el quiréfano, debe considerarse que el
mismo dispositivo 10 se caracteriza, tal como se ilustré previamente de manera extensa, por una tecnologia y un
proceso innovador para la formacién de los microorificios 13a de la rejilla de disgregacion 10 respectiva.

En consecuencia, tal como se subray6 previamente, el dispositivo de disgregacion 10 esta configurado de hecho y
puede compararse legitimamente con una fresa quirdrgica o microbisturi dotado de una pluralidad de microcuchillas,
por ejemplo, en un niumero de 600, con la finalidad de cortar y fragmentar el tejido del paciente que va a tratarse en
el quiréfano.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 800 908 T3

REIVINDICACIONES

1. Dispositivo de disgregacion (10) para disgregar material biolégico, en particular para la preparacion de
suspensiones celulares o microinjertos de tejido o microfragmentos de tejido, que comprende:

- un cuerpo externo hueco (11), que define una camara interna (12);

- una placa perforada o rejilla de disgregacioén (13), fija, que tiene una pluralidad de microorificios (13a) dotados de
bordes afilados, estando dicha rejilla de disgregacion albergada transversalmente en dicha camara interna (12) con
la finalidad de definir una camara de carga superior (12a) apropiada para cargarse con el material biolégico que va a
disgregarse (MB) y una camara de recogida inferior (12b) apropiada para recoger el material biolégico, una vez
disgregado (MB’); y

- un rotor con cuchilla (14), que rota en dicha camara interna (12), siendo dicho rotor con cuchilla (14) apropiado
para actuar conjuntamente, al rotar, con dicha rejilla de disgregacién (13) fija, con la finalidad de alimentar y poner el
material biolégico (MB), contenido en la camara de carga superior (12a), en contacto y de actuar conjuntamente con
los microorificios (13a), con bordes afilados, de dicha rejilla de disgregacion (13), y provocar por tanto la
disgregacion del material biolégico (MB) mientras pasa a través de dichos microorificios (13a);

caracterizado porque los microorificios (13a) de dicha rejilla de disgregacion perforada (13) tienen dimensiones o un
diametro (D) de entre 70 y 80 um, y mas preferiblemente tienen dimensiones o un diametro (D) de aproximadamente
75 pum,

porque los microorificios (13a) de dicha rejilla de disgregacion (13) estan formados por medio de un proceso de
fabricacion por moldeado de tipo troquel-punzén (M, P), usando un punzén de moldeado (P) del tipo con forma
piramidal basado en poligono,

porque dicho punzén de moldeado (P) y el troquel correspondiente (M) estan configurados de una forma tal que
cada uno de dichos microorificios (13a) esta obtenido a través de rotura y rasgado del material de una lamina de
metal (N) y tiene un borde afilado irregular (B), a través del efecto de esta rotura o rasgado, definiendo una
pluralidad de puntas afiladas, y

porque dicho cuerpo externo (11) define un orificio pasante (11c), sustancialmente vertical, que se extiende entre un
borde superior de dicho cuerpo externo (11) y la base de dicha camara de recogida (12b), en el que dicho orificio
pasante (11c) tiene la funciéon de permitir la extraccion del material biolégico disgregado (MB’), acumulado en dicha
camara de recogida (12b), mediante lo cual dicho dispositivo de disgregacién (10) es apropiado para preparar
suspensiones celulares y acondicionar microinjertos de tejido que conservan intactas las caracteristicas y la
viabilidad celular del material biolégico original, no disgregado, evitando de ese modo el uso de reactivos quimicos
en la preparacion de estas suspensiones celulares y en el acondicionamiento de estos microinjertos de tejido.

2. Dispositivo de disgregacion (10) de material biolégico segun la reivindicacion 1, en el que dicho rotor con cuchilla
(14) esta constituido por:

- un eje (14a), dispuesto en direccion vertical,

- una cuchilla de distribucién (14b), asociada con un extremo inferior de dicho eje vertical (14a) y que presenta una
forma helicoidal curva, y

- una rasqueta inferior (14c), también asociada con el extremo inferior de dicho eje vertical (14a);

donde la rejilla de disgregacion (13), fija, esta intercalada entre dicha cuchilla de distribucion helicoidal (14b) y dicha
rasqueta inferior (14c), ambas asociadas con el extremo inferior de dicho eje vertical (14a), mediante lo cual dicho
rotor con cuchilla (14) es adecuado para actuar conjuntamente, al rotar, a través de su cuchilla de distribucion
helicoidal (14b) y su rasqueta inferior (14c), respectivamente con una cara superior de dicha rejilla de disgregacién
(13), girada hacia dicha camara de carga superior (12a), con la finalidad de distribuir y poner el material biol6gico
(MB) que va a disgregarse en contacto con los microorificios (13a) de la rejilla de disgregacion (13), y con una cara
inferior de dicha rejilla de disgregacion (13), girada hacia dicha camara de recogida (12b), con la finalidad de raspar
el material biolégico disgregado (MB’) que sale de los microorificios (13a) de dicha rejilla de disgregacion (13) y
descargarlo (f2) en dicha camara de recogida (12b).

3. Dispositivo de disgregacion (10) segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho cuerpo
externo (11) esta asociado con un cuerpo interno secundario (16), que define dicha camara de carga superior (12a),
y estd constituido por una porcién superior (11a) que define un emplazamiento (11’) que alberga dicho cuerpo
interno secundario (16) y una porcion inferior (11b) que define dicha camara de recogida inferior (12b),

en el que dicha rejilla de disgregacion (13) esta intercalada entre dicho cuerpo interno secundario (16), albergado en
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dicho emplazamiento (11’) definido por la porcion superior (11a) de dicho cuerpo externo (11), y la porcion inferior
(11b), que define dicha camara de recogida inferior (12b), de dicho cuerpo externo (11), y

en el que dicho cuerpo interno secundario (16) forma un emplazamiento de soporte para soportar de manera
rotatoria dicho rotor con cuchilla (14), y en particular el eje respectivo (14a), y esta acoplado a la porcion superior
(11a) de dicho cuerpo externo (11) con la finalidad de que no rote y por tanto evitar cualquier rotacion de la rejilla de
disgregacion (13), intercalada entre dicho cuerpo interno secundario (16) y la porcién inferior (11b) de dicho cuerpo
externo (11), cuando dicho rotor con cuchilla (14) rota en dicha camara interna (12) con la finalidad de provocar la
disgregacion del material bioldgico (MB).

4. Dispositivo de disgregacion (10) segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada
microorificio (13a) de dicha rejilla de disgregacion (13) pasa por encima de una pluralidad de cuchillas, y presenta,
en particular, una forma hexagonal, con seis cuchillas asociadas cada una con un lado respectivo del hexagono.

5. Dispositivo de disgregacion (10) segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
una cubierta (15), retirable, para cubrir dicha camara de carga superior (12a), en el que dicho rotor con cuchilla (14)
se extiende a través de un orificio (15a) formado en dicha cubierta (15), mediante lo cual dicho rotor con cuchilla
sobresale parcialmente en un extremo superior respectivo de dicha cubierta (15) con la finalidad de permitir el
acoplamiento de dicho rotor con cuchilla (14) con un medio de motor adecuado apropiado para controlar su rotacién
en dicha camara interna (12).

6. Dispositivo de disgregacion (10) segun la reivindicaciéon 2, en el que dicha rasqueta (14c) esta formada por una
pluralidad de cuchillas, en forma de una espiga, en particular dos, opuestas entre si, que se extienden radialmente
desde el extremo inferior del eje (14a) de dicho rotor con cuchilla (14).

7. Dispositivo de disgregacion (10, 10-1; 10-2) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
dispositivo de disgregacion (10) comprende un elemento magnético (MAG), constituido en particular por un iman
permanente, apropiado para atraer con una carga preestablecida la cuchilla helicoidal (14b) del rotor con cuchilla
(14), de una forma tal que controla, al usar el dispositivo de disgregacion (10), la presion aplicada por el mismo rotor
con cuchilla (14b) sobre la rejilla de disgregacion (13).

8. Dispositivo de disgregacién (10, 10-1; 10-2) segun la reivindicacién 7, en el que el elemento magnético (MAG)
esta unido a la base de la bandeja o de la camara de recogida inferior (12b) del dispositivo de disgregacion (10).

9. Dispositivo de disgregacion (10, 10-1; 10-2) segun la reivindicaciéon 8, en el que el elemento magnético (MAG)
esta unido a la base de un emplazamiento (S) formado en una base de soporte adicional (BA) y que tiene la funcion
de recibir y albergar durante el uso el dispositivo de disgregacién (10).

10. Método para la fabricacion de un dispositivo de disgregacion (10) para disgregar material bioldgico, del tipo que
incluye al menos una placa perforada o rejilla de disgregacion (13) que tiene una pluralidad de microorificios afilados
(13a) a través de los cuales se hace pasar al material biolégico con la finalidad de disgregarlo;

en el que el método comprende una etapa de moldeado con la finalidad de moldear, por medio de un molde (S) de
tipo troquel-punzon, una hoja o tira de metal (N), original, en particular de acero inoxidable 316L, con la finalidad de
formar en dicha hoja de metal (N) los microorificios (13a) de la rejilla de disgregacion (13);

en el que el troquel (M) y el punzén (P) del molde (S) estan configurados de una forma tal que se arrastra y se rasga,
durante dicha fase de moldeado, la hoja de metal (N), con la finalidad de obtener a través del rasgado y la rotura de
dicha hoja de metal (N) los microorificios (13a) de dicha rejilla de disgregacion (13);

en el que el punzoén (P) del molde (S) tiene una configuraciéon con forma piramidal basada en poligono, por ejemplo
con seis lados, de modo que los microorificios (13a) de dicha rejilla de disgregaciéon (13), obtenidos a través del
rasgado y la rotura de la tira de metal original (N), tienen cada uno un borde afilado irregular con varias puntas, por
ejemplo seis, correspondientes en numero al de los lados del punzén poligonal; y

en el que los microorificios (13a) de la rejilla de disgregacion (13), obtenidos a través del rasgado de la tira de metal
original (N), tienen dimensiones o un diametro (D) comprendido entre 70 y 80 um, y mas preferiblemente tienen
dimensiones o un diametro (D) de aproximadamente 75 um.

11. Combinacién de un dispositivo de disgregacion (10) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la
preparacion de microfragmentos de tejido y un adaptador (20) apropiado para conectar el mismo dispositivo (10) a
un manipulador quirdrgico habitual incluido en el suministro de instrumentos y dispositivos, estéril, normalmente
presente en el quirdfano.

12. Combinacién segun la reivindicacion 11, en el que el adaptador (20) tiene una forma alargada con un extremo
(20a) apropiado para conectarse a un eje saliente (14a) de dicho rotor con cuchilla (14) y un extremo opuesto (20b)
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apropiado para conectarse al manipulador quirdrgico.
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EJEMPLO 1

N

‘ MUESTREQ DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE DERMIS

i
DISGREGACION DE LA DERMIS CON EL .
DISPOSITIVO DISGREGANTE 10 DE LA INVENCION

IMPREGNACION DE LA SUSPENSION CELU LAR, OBTENIDA POR ESTE
MEDIO, CON MATERIAL DE COLAGENO

ACONDICIONAMIENTO DEL SITIO DEL INJERTO (REDUCCION DE LA
CONGESTION SANGUINEA DE LA LESION fHERIDA)

A4
INJERTO DEL COMPLEJO BIOLOGICO (SUSPENSION CELULAR +
BIOMATERIAL CON COLAGENQ) EN EL SITIO ESTABLECIDO

MEDICACIONES ADICIONALES

Fig. 4A

EJEMPLO 2

‘ MUESTREQ DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE DERMIS

.
DISGREGACION DE LA DERMIS CON EL DISPOSITIVO DISGREGANTE 10 DE LA
INVENCION

A

INYECCION DELA SUSPENSION CELULAR, OBTENIDA POR ESTE MEDIO, DEBAJO
DE LA LESION A SER TRATADA O EL DEFECTO QUE HA DE SER REMOVIDO, POR
MEDIO DE UNA AGUJA DE TAMANO ADECUADO

Fig. 4B
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EJEMPLO 3
~

MUESTREO DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE MATERIAL
BIOLOGICO (HUESO, PERIOSTIO O PULPA DENTAL)

I

DISGREGACION DEL MATERIAL BIOLOGICO CON EL DISPOSITIVO
DISGREGANTE 10 DE LA INVENCION

|

IMPREGNACION DE LA SUSPENSION CELULAR, OBTENIDA POR ESTE MEDIO,
EN LA PROTESIS / PLACA QUE SERA APLICADA

|ACON DICIONAMIENTO DEL SITIO DEL INJERTO|

INJERTO DEL COMPLEJO BIOLOGICO EN EL SITIO
ESTABLECIDO

Fig. 4C

EJEMPLO 4
~

MUESTREO DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE MATERIAL
BIOLOGICO (HUESO, PERIOSTIO O PULPA DENTAL)

DISGREGACION DEL MATERIAL BIOLOGICO CON EL
DISPOSITIVO DISGREGANTE 10 DE LA INVENCION

IMPREGNACION DE LA SUSPENSION CELULAR

|

IACONDICIONAMIENTO CON ACCESO QUIRURGICO DEL SITIO DEL INJERTO ADECUADO PARA LA
TERAPIA DE REGENERACION PERIODONTAL Y LA REMOCION DEL DEFECTO INTRAOSEO

INJERTO DEL COMPLEJO BIOLOGICO EN EL SITIO
ESTABLECIDO

Fig. 4D
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EJEMPLO 5

MUESTREC DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE MATERIAL
BIOLOGICO (HUESO, PERIOSTIO, PIEL, MUSCULO) DE UN AREA
SANA DEL CUERPO DE UN ANIMAL

|

DISGREGACION DEL MATERIAL BIOLOGICO CON EL
DISPOSITIVO DISGREGANTE 10 DE LA INVENCION

l

IMPREGMACION DEL MATERIAL DISGREGADC PARA
PREPARAR EL CLOMPLEJO BIOLOGICO

|ACONDICIONAMIENTO DEL SITIO DEL INJERTO |

| INJERTO DEL COMPLEJO BIOLOGICO EN EL SITIO |
ESTABLECIDO

FIG. 4E

EJEMPLO 6

MUESTREO DE UNA CANTIDAD SUFICIENTE DE
MUSCULO ESQUELETICO O DE MIOCARDIO

|

DISGREGACION DEL MATERIAL BIOLOGICO CON EL
DISPOSITIVO DISGREGANTE 10 DE LA INVENCION

}

IMPREGMACION DEL BIOMATERIAL DISGREGADO PARA PREPARAR
EL COMPLEJO BIOLOGICO

A4
ACONDICIONAMIENTO DEL SITIO RECEPTOR DEL
INJERTO

INJERTO DEL COMPLEJO BIOLOGICO EN EL SITIO
ESTABLECIDO

FIG. 4F
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