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DESCRIPCION
Dispositivo para mantener la supervivencia de un explante

El campo técnico de la presente invencién es el del
mantenimiento en superviviencia de un explante de piel,
particularmente de piel humana.

Para asegurar el mantenimiento en supervivencia de un
explante, es bien conocido depositar éste sobre una rejilla de
metal sumergida en un medio de cultivo de manera en que la
dermis esté en contacto con él y que la epidermis se mantenga
emergida. El medio de cultivo debe por supuesto contener todos
los elementos nutritivos necesarios para el mantenimiento de
esta supervivencia.

El dispositivo se <conserva en una incubadora a una
temperatura constante de 37°C y cuya atmésfera estd controlada
a 5% en CO2. Este CO2 permite controlar el pH del medio de
cultivo que, para reproducir el de la sangre, debe ser
mantenido entre 7,2 y 7,4. La atmdésfera se satura de agua (zx
98% ) para limitar la evaporacidén del medio de cultivo. Este
dispositivo permite mantener en vida el explante durante una
duracidén de alrededor de 12 dias. Los productos que deseamos
probar, los productos cosméticos por ejemplo, son aplicados en
tépico segin la dosis definida por las pruebas previstas con
el fin de evaluar sus efectos sobre el explante.

Sin embargo, esta manera de hacer conlleva ciertos limites
que influyen sobre los resultados de las pruebas realizadas de
productos cosméticos que son aplicados sobre esos explantes.

Primeramente, el explante en general no estd sometido a
ninguna tensidén y ésta no puede ser controlada. En efecto, la
piel de un donante estd en estado de pre-tensidén participando
asi a las propiedades visco-eldsticas de la piel. Podemos
observar facilmente que un explante de talla pequefla preparado
a partir de una muestra mds grande de piel se retracta sobre
si mismo. Este efecto testifica la disminucidén de la tensidn
del explante y modifica sus propiedades visco-eldsticas. De
ello resulta que los resultados de las pruebas de productos
reafirmantes estdn sesgados en relacidén con pruebas en

condiciones reales.
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Otro limite reside en el hecho que el explante no esté
dispuesto en un ambiente real. En efecto, el explante esté
colocado en wuna incubadora en 1las condiciones expuestas
anteriormente. Sin embargo, esas condiciones son necesarias
para el mantenimiento en vida de la dermis irrigada por la
sangre, y en condiciones normales, la epidermis estd en
contacto con el aire ambiente y estd sujeta a las variaciones
de temperatura y de higrometria.

Otro limite reside en el empobrecimiento del medio
nutritivo en elementos esenciales a la supervivencia del
explante. El medio de cultivo se remplaza regularmente, pero
este remplazo puntual presenta el inconveniente de dejar
subsistir los desechos producidos por el explante en el curso
de su supervivencia, ya que las células secretan marcadores de
degradacidén que pueden ser captados por otras células,
provocando asi su apoptosis, proceso a través del cual las
células activan su autodestruccidén en respuesta a una seflal.

El documento O.A. TROWEL del 1/01/1959 publicado en la
Revue Experimental Cell Research, Elsevier, describe un método
y compuestos para la cultura de érganos de rata. Las culturas
se colocan en depdésitos que contienen diversos medios
nutritivos. Cada depdsito estd cerrado y aislado. No hay
circulacién de fluido dispuesto para renovar el medio
nutritivo. Este documento propone efectivamente renovar el
medio nutritivo, pero de manera manual y por pequeilas
cantidades y no en una instalacién de forma continua.

Resulta entonces necesario disponer explantes
reproduciendo lo més posible las condiciones normales de
exposicién de la piel.

El objetivo de la presente invencidén es proporcionar un
dispositivo de mantenimiento en supervivencia de la piel vy
superando los limites evocados anteriormente y asegurando la
pre-tensién de la piel, la exposicidén de la epidermis a una
atmésfera normal y la renovacidédn del medio de cultivo.

La invencidén tiene entonces por objetivo un dispositivo
de mantenimiento en supervivencia de un explante de piel,
caracterizado por estar constituido de un primer depdsito de

recepcidn del explante y conteniendo una primera fraccidén de
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un medio de cultivo, un segundo depdsito que contiene una
segunda fraccidén de dicho medio de cultivo y un circuito de
conexidén que conecta el primer depdsito al segundo depdsito
para asegurar con la ayuda de una bomba una circulacién
continua del medio de cultivo entre los dos depdsitos, el
primer depdsito estando constituido por un cuerpo tubular
cerrado por el explante y el débito de la bomba estando
comprendido entre 0,01 y 10 ml/mn, de manera que la presidn
provocada por la bomba corresponda a la presidédn de la puesta
en tensidén natural de la piel.

Seglin una caracteristica del dispositivo segtn 1la
invencidén, el primer depdsito estd cerrado de manera hermética.

Segln otra caracteristica del dispositivo seglin la
invencidén, el circuito de relacidén estd constituido por dos
tubos conectando el primer depdsito al segundo depdsito, 1la
bomba susodicha estando conectada a uno de los tubos.

Seglin otra caracteristica del dispositivo segin la
invencién, la bomba inyecta o aspira el contenido del segundo
depdsito en el primer depdsito.

La bomba es una bomba peristdltica.

Ventajosamente, una rejilla de metal, en materia pléstica
0 en material biocompatible se interpone entre el explante y
la primera fraccién del medio nutritivo.

Seglin otra caracteristica del dispositivo segin la
invencidén, 1la segunda fraccidén del medio nutritivo esté
mantenida a una temperatura de 37°C y a 5% de CO2 bajo atmbésfera
saturada en vapor de agua.

Una primera ventaja del dispositivo segun la invencidn
reside en la conservacidédn de un explante de piel en condiciones
casi idénticas a aquellas a las que la piel estd sometida en
condiciones reales.

Otra ventaja del dispositivo segln la invencidédn reside en
la eliminacién de 1los desechos producidos por el explante
durante su duracidén de vida.

Otra ventaja aun del dispositivo segtn la invencidén reside
en la conduccién de pruebas de productos cosméticos en las

condiciones normales de aplicacién.
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La superficie de la piel y mads precisamente el stratum
corneum no estd hiperhidratado como puede estarlo en una
incubadora en atmésfera saturada en agua. El stratum corneum
estd mantenido fuera de 1la incubadora con un estado de
hidratacién normal.

Otras caracteristicas, detalles y ventajas de la invencién
serdn mejor comprendidas a la lectura del complemento de
descripcidén que sigue de los modos de realizacidén dados a
manera de ejemplo en relacidén con dibujos segun los cuales:

-La figura 1 es una representacidén esquemdtica del
dispositivo segtn la invencién, y

-La figura 2 es un corte de un ejemplo de realizacidén del
depdsito de recepcidn del explante.

Como se indicdé anteriormente, se trata de elaborar un
dispositivo de mantenimiento en supervivencia de explante de
piel, humana por ejemplo, asegurando su viabilidad durante una
duracidén minima por ejemplo del orden de 12 dias reproduciendo
las condiciones de vida real de la piel de un paciente. Se
trata entonces de responder a las necesidades de 1los
fabricantes de productos cosméticos por ejemplo fiabilizando
las pruebas realizadas y permitiendo su repetibilidad.

La invencién va ahora a ser descrita con mas detalles.

En la figura 1, hemos representado el dispositivo 1 segun
la invencidén permitiendo el mantenimiento en supervivencia de
un explante 2 de la piel. Este dispositivo estd constituido de
un primer depdsito 3 de recepcidn del explante 2 que contiene
una primera fraccién 4 del medio de cultivo, un segundo
depdsito 5 gque contiene una segunda fraccidén 6 de dicho medio
de cultivo. Estos dos depdsitos estdn conectados con un
circuito de conexidén 7T gque permite su comunicacidén para
asegurar con la ayuda de una bomba 8 una circulacidén de forma
continua del medio de cultivo entre esos dos depdsitos.

Naturalmente, el depdsito 3 estd cerrado de manera
hermética, el depdsito 3 por el explante 2 mismo mientras que
el depdésito 5 estd dispuesto en el &rea confinada 11. E1
depdsito 3 constituye un medio incubador para el explante y el
depdsito 5 un medio de renovacidén de los elementos nutritivos

del conjunto del dispositivo. Huelga decir que el volumen de
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los dos depdsitos 3 y 5 no es representativo en la figura. A
modo indicativo, la fraccidén 4 contenida en el depdsito 3 puede
ser del orden de algunos mililitros, por ejemplo de 3 a 5 ml,
mientras que la fraccidén 6 contenida en el depdsito 5 puede
ser de varios mililitros, por ejemplo de 5 a 50 mililitros. E1
depdsito 5 en la incubadora no estd cerrado de forma hermética.
El medio de cultivo debe poder oxigenarse disolviendo el 02
del aire ambiente y regular el pH disolviendo el CO2 liberado
por la incubadora.

El circuito de conexidén 7 estd constituido de dos tubos 9
y 10 conectando el primer depdésito 3 al segundo depdsito 5. En
la figura, vemos que la bomba 8 estd conectada al tubo 9.
Durante su funcionamiento, la bomba 8 inyecta el contenido del
segundo depdsito 5 en el primer depdsito 3 por el tubo 9. Las
flechas que figuran en la figura materializan el sentido de la
circulacién del medio nutritivo. El1 circuito 7 estando en
anillo cerrado y el depdsito 3 siendo hermético, resulta que
la fraccién 4 del medio nutritivo presente en ese depdsito es
extraida y dirigida de forma continua por el tubo 10 hacia el
depdsito 5. Asi, la bomba 8 asegura la renovacidédn continua y
constante de la fraccidén 4 del medio nutritivo eliminando una
parte de los desechos producidos por el explante.

Huelga decir que la bomba 8 puede ser utilizada en
aspiracidén y la circulacidén del fluido se efectta en sentido
inverso al indicado por las flechas de la figura.

Como ya fue expuesto anteriormente, el dispositivo segun
el invento reproduce las condiciones de tensidén de la piel al
nivel del explante 2. Esta tensién es funcidn del débito de la
bomba 8. De esta manera, con un débito comprendido entre 0,01
y 10 ml/mn, reproducimos lo méds cerca posible las condiciones
de tensidén de la piel en condiciones reales y se evita toda
deformacidén del explante. Este débito presenta la ventaja de
no ejercer una presidén sobre la piel que podria hacerla
hincharse bombeandose.

Ventajosamente, la bomba 8 es de tipo peristdltico.

El dispositivo segun la invencidén permite eliminar una
gran parte de los desechos producidos por el explante 2

diluyéndoles en la fraccidén contenida en el depdsito 5. Ademas,
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la fraccidén 6 del medio nutritivo contendida en el depdsito
S5dispuesta en el &rea 11 estd sometida a una atmésfera que
reproduce las condiciones normales en las que se encuentra la
piel, a saber una temperatura de 37°C, 5% de CO2 y saturacidn
en vapor de agua. En consecuencia, el explante 2 estd sometido
a esas mismas condiciones.

Huelga decir que la fraccidén 6 del medio nutritivo esté
controlado con el objetivo de evitar una acumulacidn excesiva
de desechos. Es por ello que la fraccidén 6 es renovada con una
frecuencia definida dejando al explante de piel modificar seglin
sus necesidades el medio nutritivo y evitando la acumulacidn
de desechos gque pueden ser tdéxicos. La renovacidén de esta
fraccién 6 no presenta ninguna dificultad porque Dbasta
intervenir al nivel del &rea 11 sin efecto prolongado sobre la
fraccidén 4 del depdsito 3.

Seflalaremos que la circulacidén continua del medio
nutritivo de cultivo permite la oxigenacidén del explante de
piel 2, el aporte en nutrientes y participa a la regulaciédn
térmica. Por ultimo, las células muertas no suponen ningun
problema.

En la figura 2 hemos representado un ejemplo de
realizacién del primer depdsito 3 de recepcidn de la muestra
que permite la puesta en tensidn del explante.

Podemos ver que ese depdsito 3 estd constituido por un
cuerpo tubular cerrado por el explante 2 y gque una rejilla 12
de metal en materia plédstica o en material biocompatible esté
interpuesta entre el explante 2 y la primera fraccidén 4 del
medio nutritivo. La dermis estd asi en contacto permanente con
el medio nutritivo. El explante 2 estd pretensado manualmente
aplicdndolo sobre el borde libre del depdsito y estando
replegado sobre la pared lateral donde estd mantenido con la
ayuda de un empaque anular 13.

En esta configuracién, el explante 2 presenta una
superficie perfectamente plana de recepcidén del producto a
probar y presenta las cualidades requeridas en firmeza y en
elasticidad.

Podemos notar que la invencidén permite la aplicacidén de

productos cosméticos segun la posologia definida por el cliente
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para evaluar sus efectos sobre el explante, cuyas
caracteristicas son las del medio real. Los explantes pueden
ser preparados en funcidén de las necesidades del estudio:
Tamafio, fototipo, edad, sexo o incluso la estructura conservada
(epidermis y dermis o epidermis, dermis e hipodermis)
reproduciendo las condiciones del medio real.

El control de los pardmetros cutométricos del explante

por un cutdmetro no presenta ninguna dificultad debido a la

accesibilidad del explante.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1) de
un explante de piel (2), caracterizado porque esté
constituido por un primer depdsito (3) de recepcidn del
explante (2) que contiene una primera fraccidén (4) de un
medio de cultivo, un segundo depdsito (5) que contiene una
segunda fraccidén (6) de dicho medio de cultivo, y un circuito
de conexidén (7) que conecta el primer depdsito (3) al segundo
depdsito (5) para permitir con la ayuda de una bomba (8) una
circulacidén de forma continua del medio de cultura entre los
dos depdsitos , el primer depdsito (3) estd constituido por
un cuerpo tubular cerrado por el explante (2) y el débito de
la bomba (8) estando comprendido entre 0,01 y 10 ml/mn, de
manera que la presidén engendrada por la bomba (8) corresponda
a la presidén de puesta en tensidn natural de la piel.

2. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)
segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el primer
depdsito (3) estd cerrado de manera hermética.

3. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)
segln la reivindicacién 1 é 2, caracterizado porque el
circuito de conexidén (7) estd constituido por dos tubos
(9,10) que conecta el primer depdsito (3) al segundo depdsito
(5), dicha bomba (8) estando conectada a uno de los dos tubos
(9) .

4., Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)
segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque
la bomba (8) inyecta o aspira el contenido del segundo
depdsito (5) en el primer depdsito (3).

5. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)
segln la reivindicacién 4, caracterizado porque la bomba (8)
es una bomba peristdltica.

6. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)
segln la reivindicacién 1, caracterizado porque una rejilla
(12) de metal, en materia plédstica o en un material
biocompatible, estd interpuesta entre el explante (2) y la
primera fraccidén del medio nutritivo.

7. Dispositivo de mantenimiento en supervivencia (1)

segln la reivindicacién 1, caracterizado porque la segunda
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fraccidén (6) del medio nutritivo estd mantenida a una
temperatura de 37°C y a 5% de CO2 bajo atmésfera saturada en

vapor de agua.
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