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@Resumen:

Método para el procesamiento del tejido 6seo
alogénico,y recipiente para llevarlo a cabo, que
comprende los siguientes cuatro procedimientos
de aplicacion sucesiva:

- Lavado individualizado de cada aloinjerto 6seo
en recipiente hermético y sumergido en suero
fisiolégico a 60°C durante 10 minutos y seguido 1
minuto de agitacién manual enérgica.

- Centrifugacion individualizada de cada
aloinjerto, a 2.000 revoluciones por minuto
durante 15 minutos para 1500 g. en recipiente
especifico de PVC.

- Pasteurizacion individualizada de cada aloinjerto
durante 90 minutos en recipiente estéril hermético
con suero fisiolégico precalentado a 60°C.

- Control microbiolégico final, pesando el suero
de la pasteurizacion a través de filtro de papel con
tamaio de poro de 0,45 pym, y cultivando dicho
filtro en medio de cultivo para microorganismos
aerobios, anaerobios y hongos.
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DESCRIPCION
Método para el procesamiento del tejido 6seo alogénico y recipiente para llevarlo a cabo.
OBJETO DE LA INVENCION

La invencion, tal como expresa el enunciado de la presente memoria descriptiva, se refiere a un
método para el procesamiento del tejido 6seo alogénico y a un recipiente para llevarlo a cabo.

Mas en particular, el objeto de la invencién se centra en el desarrollo de una nueva metodologia
de procesamiento para aloinjertos 6seos, que reune las caracteristicas de sencillez, eficacia, efectividad y eficiencia,
permitiendo obtener aloinjertos de mayor calidad biolégica que los obtenidos con otros métodos de procesamiento,
suponiendo, por tanto, una mejorada alternativa a lo ya conocido en este campo. Ademas, la invencién comprende
un segundo aspecto relativo a un recipiente especifico adaptado para llevar a cabo una de las etapas del
procedimiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Como es sabido, llamamos Injerto Osteotendinoso a cualquier material biolégico compuesto por
tejido 6seo, tendinoso o combinacién de ambos, extraido de su emplazamiento original para ser utilizado en un lugar
distinto de este.

Los aloinjertos osteotendinosos son portadores de elementos celulares y humorales susceptibles
de producir una reaccion inmunitaria huésped contra injerto en el receptor.

El contenido celular del injerto (células del tejido 6seo, células del estroma tisular, precursores
hematopoyéticos, vasos y nervios) sufre fendmenos de necrosis isquémica desde el momento de su extraccion
(autoinjertos) o desde el momento del fallecimiento del donante (aloinjertos); la duracion de la isquemia y su caracter
de fria o caliente determina cambios irreversibles en el interior del injerto en una doble vertiente: por una parte se
produce deterioro de la matriz organica e inactivacion de factores humorales osteoinductores (BMPs, citoquinas de
la familia de los TGF tipo B, relacionados con el contenido colageno de la matriz), por otra parte los fendmenos de
necrosis favorecen la contaminacion de los injertos.

Ambos fendmenos deben ser evitados para garantizar la calidad de los injertos. Se pueden
producir, ademas, reacciones de hidrdlisis y oxidacién como la peroxidacion lipidica.

Todos estos fendmenos altamente nocivos para la calidad e incluso la supervivencia del injerto
necesitan de la presencia de “agua libre” (5. 3% an el interior del tejido. De hecho, la inmovilizacién del agua libre es
uno de los principales objetivos que debe cumplir la preservacion de los aloinjertos osteotendinosos, la cual puede
conseguirse a través de varias vias:

- Ultracongelacién: Por debajo de —80° no existe agua libre en el estroma tisular (las moléculas de
H20 estan inmovilizadas en forma de cristales de hielo), ademas del efecto de destruccion celular que produce la
congelacién rapida. La ultracongelacion % 28 28 293441 o5 por tanto, un excelente medio de preservacion de
injertos osteotendinosos.

- Liofilizacion (" Aplicacion de un procedimiento de congelacidon-deshidratacion (sublimacion del
contenido en agua desde particulas de hielo sélido a vapor de agua). La deshidratacién desde la fase de hielo solido
previene también la desnaturalizacion proteica que puede producirse durante el proceso de congelacion aislado.

- El tercer método para inmovilizar el agua libre es la inmersion en fluidos con muy elevada
concentracion de solutos. La salazéon de determinados alimentos como método de conservacion por periodos
prolongados conseguia precisamente la inmovilizacion del agua libre, impidiendo o retardando los fendmenos de
putrefaccion. En el caso de los tejidos para uso en la clinica se emplea en ocasiones el 93Iicero| a determinada
concentracion, en especial para la piel y para la obtencion de matriz sea desmineralizada @7.33)

La incorporacidon de los aloinjertos osteotendinosos se consigue a través de mecanismos de
osteoconduccion y osteoinduccion. Los aloinjertos no son osteoformadores directos de tejido 6seo. Por tanto, todo
aquello que mejore aquellos dos mecanismos sera beneficioso para el resultado final.

El tejido 6seo alogénico estd compuesto por la matriz 6sea, las células propias del tejido 6seo
(osteoblastos/osteocitos y osteoclastos), tejido hematopoyético, médula 6sea grasa, vasos y nervios, todos ellos
incluidos en la red tridimensional de sales calcicas que constituye el soporte fisico del tejido éseo.

Atendiendo a las propiedades biolégicas éptimas de un aloinjerto osteotendinoso, es vital la
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preservacion de la matriz 6sea, tanto su fraccidon organica como inorganica. El resto de componentes del tejido
carece de propiedades beneficiosas y podria, o deberia, ser eliminado.

Desde el punto de vista de los fenédmenos de osteoinduccion, lo mas importante es la preservacion
de la matriz 6sea, compuesta por fibras colagenas y otras proteinas (proteinas de adhesién celular, osteocalcina,
BMPs, etc.).

Gracias al conjunto de las dos fases de la matriz ésea, organica e inorganica, el tejido 6seo posee
sus propiedades mecanicas caracteristicas, combinando dos propiedades aparentemente contradictorias como son
rigidez y elasticidad.

Las fibras colagenas flexibilidad y resistencia a la flexion, torsion y tension. La matriz mineralizada
le confiere resistencia a la compresion y la dureza necesaria para servir de soporte al conjunto del organismo.

Desde el punto de vista de los fendmenos de osteoconduccion, lo importante es mantener intacta
la matriz 6sea mineralizada, esto es, la estructura fisica del tejido 6seo.

Existe evidencia de que la eliminacion de ciertos componentes de la matriz organica de los
aloinjertos mejora sus propiedades biolégicas:

- La eliminacién del contenido en lipidos, material abundante especialmente en areas metafiso-
diafisarias, mejora la incorporacién de los aloinjertos. Estudios en animal de experimentacion comparando el
comportamiento biolégico de alomjertos con sm eliminacion de los lipidos, demostraron que los sometidos a
eliminacion del contenido en lipidos * 1726 3940.44) jediante cloroformo-metanol mostraron:

- Mejor incorporacion.
- Histomorfometria: Mayor formacion y reabsorcion ésea.

-Gammagrafia a las 3 semanas del implante: captacién del isétopo por parte del injerto (mayor tasa de
remodelacion dsea).

- Conservacion de las propiedades mecénicas.

- La presencia de grasa en el interior de los aloinjertos puede dificultar determinadas aplicaciones
clinicas: la impactacion de fragmentos de tejido esponjoso para relleno de cavidades, durante la cirugia de recambio
protésico de cadera, se facilita si los fragmentos han sido lavados para eliminar el contenido graso. En caso
contrario, al ser la grasa un liquido incompresible, los esfuerzos mecanicos para la impactacion seran menos
eficaces ™ y persistira cierta tendencia al deslizamiento por el efecto lubricante de la propia grasa.

- La eliminacién del contenido en protelnas I|bres disminuye el riesgo de transmisién de
enfermedades vehiculadas por priones % 101" 13.18.19,25, 31, 38,42, 4

- La reduccion del contenido celular disminuye la capacidad inmunogénica de los aloinjertos y
reduce la posibilidad de transmision de patdgenos intracelulares: el tejido éseo no procesado puede ser vehiculo de
transmisién de patdgenos, incluyendo HIV, HVC y HTLV. Debemos tener en cuenta, ademas, que los tests de que
disponemos son capaces de detectar los patdgenos conocidos a dia de hoy, pero en cualquier momento podrian
aparecer otros nuevos, intra o extracelulares, no detectables hasta el conocimiento de la enfermedad que transmitan
y se desarrollen los tests de deteccion fiables, algo parecido a lo que ocurrié con el VIH durante los primeros afios
de la década de los 80 ©

Por otra parte, la aplicacion de bajas dosis de calor (hasta 60° C y hasta 10 horas) destruye
bacterias y virus patégenos sin alterar las propiedades mecanicas ni la efectividad clinica (3.6,12,16, 21, 24, 30, 32, 35-37)

La revisién exhaustiva de la bibliografia acerca de las tendencias actuales en cuanto a
procesamiento de aloinjertos osteotendinosos, en particular los trabajos de Lomas @) Galea " y Yates “a)
permitieron atisbar un nuevo disefio en este campo de actividad donde, como ya se ha mencionado con anterioridad,
existen unas normas basicas de obligado cumplimiento (normativa legal), pero también un amplio margen de

posibilidades de mejora biolégica y microbiolégica de los aloinjertos para uso clinico.

Teniendo en cuenta la evidencia cientifica actual que indica la conveniencia de eliminar ciertos
componentes de la matriz organica, parece igualmente evidente la necesidad de desarrollar la metodologia
necesaria para conseguir dicha mejoria bioldgica sin que la manipulaciéon afiadida traiga como consecuencia un
incremento de la contaminacién. La consecucién de este equilibrio no es facil, pero la investigacion cientifica en este
campo debe avanzar en esa linea:



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2392725 Al

1 - Eliminar en lo posible el contenido en lipidos del interior de los aloinjertos.

2 - Eliminar en lo posible el contenido en proteinas libres del interior de los aloinjertos.
3 - Eliminar el contenido celular del interior de los injertos.

4 - Conservar la fraccion proteica con capacidades osteoinductoras.

5 - Conservar la estructura mineral tridimensional del tejido 6seo.

6 - Conseguir, al final del procedimiento, un tejido libre de microorganismos transmisibles al
receptor.

En la practica es dificil o imposible establecer unos estandares en cuanto al contenido tisular y
celular de un segmento 6seo, dada la variabilidad existente no solo entre distintos individuos sino incluso entre
distintos fragmentos éseos de un mismo individuo.

Por otra parte, la propia estructura fisica de cada segmento tiene mucho que ver en la facilidad o
dificultad del proceso: los aloinjertos de hueso esponjoso de estructura mas abierta como los cuerpos vertebrales,
facilitan la eliminacion del contenido humoral y celular de modo rapido y sencillo, muy distinto de otros huesos,
también de predominio esponjoso pero mucho mas denso, como el que compone un céndilo femoral.

Por este motivo el objetivo de la presente invencion es desarrollar un nuevo método de
procesamiento para aloinjertos 6seos, buscando que sea suficientemente eficaz y rapido para ser aplicado de
manera inmediata, asi como suficientemente seguro desde el punto de vista microbiolégico como para asegurar la
no transmisiéon de enfermedad. En definitiva, un método que cumpla los siguientes requerimientos:

- Seguro desde el punto de vista de la transmisién de enfermedades infecciosas o de otra
naturaleza.

- Efectivo desde el punto de vista biolégico.

- Reproducible.

- Superior a otros métodos conocidos.

- Eficiente desde el punto de vista de la relacion coste/beneficio clinico.

Por otra parte y como referencia al estado de la técnica, debe sefalarse que el solicitante
desconoce la existencia de ningun otro método o procedimiento de aplicacidon similar que presente unas
caracteristicas semejantes a las que presenta el que aqui se preconiza, estando los detalles caracterizadores del
mismo convenientemente recogidos en las reivindicaciones finales que acompafan a la presente memoria
descriptiva.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Asi, pues, la invencion tiene como objetivo desarrollar una metodologia de procesamiento para
tejido osteotendinoso alogénico, que permita la eliminacion del material hematico (sangre y médula ésea), proteico y
lipidico del tejido osteotendinoso en la mayor cantidad que sea posible. Ello debe lograrse sin que suponga
prolongar y/o complicar la técnica hasta el punto de hacerla inviable para la practica clinica, bien sea por su excesiva
prolongacion en el tiempo, bien porque los cambios propuestos incrementen el riesgo de contaminacion
microbioldgica de los aloinjertos.

La eliminacién de estos elementos, considerados nocivos para el comportamiento bioldgico de los
injertos, se puede realizar por diversos procedimientos, desde la aplicaciéon de solventes quimicos a la utilizacion de
sistemas mecanicos de movilizacion de células y componentes lipidicos y proteicos.

Después de revisar las distintas lineas de investigacién conocidas, se opta por el empleo de
métodos fisicos de limpieza de los injertos, basandose en las experiencias de los investigadores anglosajones, y
consiste esencialmente en aplicar al tejido osteotendinoso los siguientes procedimientos, en la secuencia que se
indica:

1. Lavado bajo agitacién enérgica en incubadora orbital a 60° C.

2. Centrifugacion.
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3. Pasteurizacion.

Esta metodologia simplifica sensiblemente el procedimiento disefiado por los autores anglosajones
y lo acorta en el tiempo, de modo que es perfectamente aplicable a las condiciones reales de trabajo de los bancos
de tejidos de nuestro entorno.

Ademas, no requiere medios tecnoldgicos sofisticados ni, por tanto, entrenamiento especifico por
parte del personal que ya trabaja en las unidades de procesamiento de tejidos alogénicos, por lo que podria ser
aplicado a la practica de manera casi inmediata.

De forma concreta, el método para el procesamiento del tejido 6seo alogénico que se expone a
continuacion, objeto de la presente invencién como método original, responde al interés de obtener injertos 6seos de
mayor calidad biolégica que los obtenidos con otros métodos de procesamiento, eliminando de su interior la mayor
cantidad posible de lipidos, proteinas solubles y células, consiguiendo una mejor y mas rapida incorporacion tras su
implante en el paciente receptor, junto a una menor reaccion inmunitaria de éste frente al injerto y una menor
probabilidad de transmisién de enfermedades vehiculadas por los aloinjertos 6seos.

Para ello el método propuesto consiste en cuatro procedimientos o fases de aplicacién sucesiva
consistentes en:

Primero.- Lavado de cada aloinjerto de manera individualizada, en recipiente hermético y
sumergido en suero fisiolégico a 60° centigrados de temperatura, en condiciones de esterilidad.

La duraciéon de este primer procedimiento es de 10 minutos, e ira seguido de agitacion manual
enérgica durante 1 minuto en el mismo recipiente hermético de lavado.

Segundo.- Centrifugacién de cada aloinjerto 6seo de manera individualizada, manteniendo las
condiciones de esterilidad, a 2.000 revoluciones por minuto (1.500 g) en centrifugadora de laboratorio (HERAEUS
CRYOFUGE 8.000), durante 15 minutos.

Debe sefialarse que la citada centrifugacién se realiza en el interior de un recipiente disefiado y
construido especificamente para este procedimiento en PVC resistente a autoclave, con rejilla en su parte inferior
para permitir la salida de los materiales a eliminar y mantenerlos separados del aloinjerto durante la centrifugacion.

Dicho recipiente tendra las medidas adaptadas a cada centrifugadora siendo, preferentemente, las
siguientes medidas interiores y exteriores:

MEDIDAS EXTERIORES.-

Altura: 120 milimetros.

Anchura: 99 milimetros.

Rosca de cierre: 6 espiras con paso de rosca de 5 milimetros.
MEDIDAS INTERIORES .-

Profundidad: 97 milimetros (con rejilla colocada: 82 milimetros).
Anchura: 76 milimetros.

MEDIDAS DE LA REJILLA.-

Altura: 15 milimetros.

Anchura: 74,5 milimetros.

Diametro de los orificios: 6 milimetros.

Tercero.- Pasteurizacion de cada aloinjerto 6seo de manera individualizada. Este procedimiento
tiene por finalidad la destruccion mediante calor de bacteria, hongos y virus patégenos.

Cada aloinjerto se introduce en un recipiente estérii de cierre hermético, con cdédigo de
identificacion individual para cada aloinjerto, afiadiendo suero fisiolégico precalentado a 60° centigrados hasta cubrir
por completo el injerto 6seo.

Los recipientes, en grupos de cuatro, se introducen en la termoagitadora de laboratorio (SELECTA
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UNITRONIC 320 OR), con control de temperatura y velocidad de agitacion, programandose el procedimiento a 60°
centigrados durante 90 minutos a una velocidad de agitacién orbital de 40 ciclos por minuto.

Cuarto y ultimo.- Control microbioldgico final. Tras la fase de pasteurizacién se procede al control
microbioldgico que completa el proceso.

Para ello, bajo campana de flujo laminar para mantener en todo momento las condiciones de
esterilidad, se hace pasar el suero en el que se realizé la pasteurizacion a través de un filtro de papel con tamafio de
poro de 0,45 ym, cultivando directamente el filtro en medio de cultivo para microorganismos aerobios, anaerobios y
hongos.

Visto lo que antecede, se constata que el nuevo método que la invencion propone reune las
caracteristicas de efectividad, eficiencia y sencillez de aplicaciéon, mejorando significativamente los métodos
tradicionales para el procesamiento de esta clase de tejidos humanos.

La nueva metodologia presenta una elevada efectividad para la reduccion del contenido humoral y
celular de los injertos, mejorando su capacidad de integracion por parte del receptor y disminuyendo la probabilidad
de transmision de enfermedades vehiculadas por agentes patdgenos intracelulares.

Por otra parte la aplicacion y utilizacion de la nueva metodologia de procesamiento es sencilla y
rapida, pudiendo ser facilmente incorporada por cualquier banco de tejido osteotendinoso. Sus tiempos de aplicacion
son perfectamente compatibles con el horario laboral habitual de este tipo de unidades.

Los procedimientos de lavado/agitacion (10 minutos a 60° C) y centrifugacion (1500 g durante 15
minutos), muy efectivos para la eliminacion del contenido humoral y celular de los aloinjertos, presentan escasa
efectividad antiséptica. Sin embargo, la fase de pasteurizacion (90 minutos a 60° C), incluida como procedimiento
final de la nueva metodologia, proporciona, segun nuestros estudios, un 100% de eficacia bactericida y fungicida.

El procedimiento de pasteurizacién como método descontaminante, asociado al filtrado final como
método de deteccion de injertos contaminados, configuran la nueva metodologia de procesamiento como un proceso
de elevada seguridad microbioldgica.

Debe mencionarse que se ha realizado un estudio comparativo de resultados entre la metodologia
tradicional de procesamiento y la nueva metodologia aqui presentada. Este estudio se ha llevado a cabo en las
condiciones reales de la practica diaria de un banco de tejidos, con una muestra suficientemente amplia (n= 693). En
estas condiciones, la tasa de contaminacién observada para los injertos procesados con la nueva metodologia ha
sido significativamente inferior a la de la metodologia tradicional: 2,08 % frente a 7,84 % de esta Ultima.

Por ultimo, hay que mencionar que la relacién coste/efectividad de la nueva metodologia es
significativamente mejor que la de la metodologia tradicional. La nueva metodologia permitiria un ahorro superior a
108.000 euros para un periodo de 10 afios, a expensas de una importante reduccion en las tasas de contaminacion
de los aloinjertos.

Esto representa un mayor numero de injertos disponibles para su utilizacion clinica, lo que
compensaria sobradamente la inversién en equipamiento necesaria para su puesta en marcha, asi como el
incremento de costes derivado de la mayor complejidad del procedimiento.

Se constata, por consiguiente, que el descrito método para el procesamiento del tejido 6seo
alogénico representa, una innovacion de caracteristicas estructurales y constitutivas desconocidas hasta ahora para
tal fin, razones que unidas a su utilidad practica, la dotan de fundamento suficiente para obtener el privilegio de
exclusividad que se solicita.
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REIVINDICACIONES

1.- METODO PARA EL PROCESAMIENTO DEL TEJIDO OSEO ALOGENICO, caracterizado
porque comprende cuatro procedimientos o fases de aplicacion sucesiva consistentes en:

- Lavado de cada aloinjerto de manera individualizada, en recipiente hermético y sumergido en
suero fisioldgico a 60° centigrados de temperatura, en condiciones de esterilidad, con una duracién de 10 minutos, y
seguido de agitacién manual enérgica durante 1 minuto en el mismo recipiente hermético de lavado.

- Centrifugacién de cada aloinjerto 6seo de manera individualizada, manteniendo las condiciones
de esterilidad, a 2.000 revoluciones por minuto (1.500 g) en centrifugadora de laboratorio durante 15 minutos.

- Pasteurizacién de cada aloinjerto éseo de manera individualizada, con la finalidad de destruir
mediante calor hongos y bacterias patdgenas, para lo cual se introduce en un recipiente estéril de cierre hermético,
con codigo de identificacion individual para cada aloinjerto, afiadiendo suero fisiolégico precalentado a 60°
centigrados hasta cubrir por completo el injerto dseo, agitandose durante 90 minutos.

- Control microbioldgico final, para lo cual, bajo campana de flujo laminar con condiciones de
esterilidad, se hace pasar el suero en el que se realizé la pasteurizacion a través de un filtro de papel con tamaiio de
poro de 0,45 ym, cultivando directamente el filtro en medio de cultivo para microorganismos aerobios, anaerobios y
hongos.

2- METODO PARA EL PROCESAMIENTO DEL TEJIDO OSEO ALOGENICO, segin la
reivindicacion 1, caracterizado porque en la fase de pasteurizacion, los recipientes se introducen en grupos de
cuatro en una termoagitadora de laboratorio con control de temperatura y velocidad de agitacion, programandose el
procedimiento a 60° centigrados y a una velocidad de agitacién orbital de 40 ciclos por minuto.

3.- RECIPIENTE para llevar a cabo un método para el procesamiento del tejido 6seo alogénico
como el descrito en la reivindicacion 1 6 2, concretamente para llevar a cabo la etapa de centrifugacion
comprendida en dicho método, caracterizado porque consiste en un recipiente disefiado y construido
especificamente para este procedimiento en PVC resistente a autoclave, con rejilla en su parte inferior para permitir
la salida de los materiales a eliminar y mantenerlos separados del aloinjerto durante la centrifugacion.

4.- RECIPIENTE, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque dicho recipiente tiene las
siguientes dimensiones:

MEDIDAS EXTERIORES.-

Altura: 120 milimetros.

Anchura: 99 milimetros.

Rosca de cierre: 6 espiras con paso de rosca de 5 milimetros.
MEDIDAS INTERIORES .-

Profundidad: 97 milimetros (con rejilla colocada: 82 milimetros).
Anchura: 76 milimetros.

MEDIDAS DE LA REJILLA.-

Altura: 15 milimetros.

Anchura: 74,5 milimetros.

Diametro de los orificios: 6 milimetros.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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1. Documentos considerados.-

A continuaciéon se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicaciéon

D01 GARCIA RODRIGUEZ, LA. Tesis doctoral [on line], 29-06-2010 29-06-2010
[recuperado el 26-11-2012]. Reuperado de internet: <URL:
http://ruc.udc.es/dspace/handle/2183/7325>,<URL:
https://www.educacion.gob.es/teseo/createpdf?origen=3&idFicha=295853>,

D02 EP 1700582 A2 13.09.2006
D03 US 2004219058 Al 04.11.2004
D04 US 5977432 A 02.11.1999

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud tiene por objeto un método de procesamiento del tejido éseo alogénico que comprende las etapas de
lavado/agitacion, centrifugacion, pasteurizacion y control microbiolégico final del material procesado. Asimismo, es objeto de
la solicitud un recipiente especialmente disefiado para llevar a cabo la etapa de centrifugacion del método de la invencion.

El documento DO1 divulga el desarrollo de una metodologia aplicada al procesamiento de tejido osteotendinoso alogénico
gue comprende las etapas de lavado/agitacion, centrifugacion en un recipiente especificamente disefiado para la puesta en
practica del método, pasteurizacion y control microbiol6gico del tejido procesado (ver paginas 77-80, 87, 89, 94-98, 102, 215,
239).

El documento D02 se refiere al tratamiento de un injerto osteocondral para su posterior implantacion. El nicleo osteocondral
se somete a un lavado previo a una etapa de centrifugacion. El material centrifugado se trata con una solucién que
comprende sustancias antisépticas o antibidticos. La centrifugacion se lleva a cabo en una camara que dispone de un
compartimento para el injerto comunicado con un receptaculo inferior donde se deposita el material removido, y otro
compartimento que contiene una solucién a poner en contacto con el injerto (ver todo el documento).

El documento D03 divulga un método para la inactivaciéon o reducciéon de organismos patégenos de tejidos como el 6seo,
que comprende una centrifugacion en seco para eliminar material del tejido y facilitar la penetracion de un solvente vy, al
menos, una centrifugacion posterior utilizando un fluido que permite inactivar o reducir los organismos patégenos del tejido.
Asimismo, D03 incluye un proceso para eliminar lipidos y/o proteinas de las cavidades 6seas mediante la centrifugacién con
lipasas y proteasas y posterior eliminacion del material digerido (ver todo el documento).

El documento D04 divulga un procedimiento para la eliminacion de médula 6sea de porciones de injerto 6seo que combina el
lavado/agitacién con agua, sales o agentes descontaminantes, o mezclas de los mismos, con procesos de centrifugacion y
sonicacion (ver todo el documento).

1.- NOVEDAD (Art. 6.1, LP 11/1986).
1.1.-Reivindicaciones 1-2.

El documento del estado de la técnica que se considera méas cercano al objeto de la reivindicacion independiente 1 es DO1.
Este documento tiene por objeto un método para el procesamiento del tejido dseo alogénico que comprende cuatro etapas
sucesivas:

- Lavado de cada aloinjerto de manera individualizada, en recipiente hermético y sumergido en suero fisiolégico a 60 °C, en
condiciones de esterilidad, con una duracion de 10 minutos, y seguido de agitacion manual enérgica durante 1 minuto en el
mismo recipiente hermético de lavado (D01; paginas 79, 102).

- Centrifugacion de cada aloinjerto 6seo de manera individualizada, manteniendo las condiciones de esterilidad, a 2.000
revoluciones por minuto (1.500g) en centrifugadora de laboratorio durante 15 minutos (DO1; pagina 80).

- Pasteurizacion de cada aloinjerto 6éseo de manera individualizada, para destruir hongos y bacterias patdgenas,
introduciendo el aloinjerto en un recipiente estéril de cierre hermético, con suero fisiolégico a 60 °C hasta cubrir por completo
el injerto 6seo, durante 90 minutos sin agitacion (D01; paginas 94-98).
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- Control microbioldgico final. Para ello, en campana de flujo laminar, se hace pasar el suero en el que se realizd
la pasteurizacion a través de un filtro de papel de tamafio de poro 0,45 pm, cultivando directamente el filtro en medios para
microorganismos aerobios, anaerobios y hongos (D01; paginas 87, 89, 102, 215, 239).

De la comparacion entre DO1 y la reivindicacion 1 de la presente solicitud se desprende que existen diferencias en la etapa
de pasteurizacién. En primer lugar, DO1 no divulga explicitamente el uso de un codigo de identificacién individual para cada
aloinjerto. Sin embargo, éste es un elemento irrelevante de cara a la apreciacion de la novedad ya que el etiquetado de las
muestras constituye una practica habitual de laboratorio y estaria por lo tanto implicito en DO1.

Por el contrario, DO1 no divulga que el suero fisioldgico de la etapa de pasteurizacion sea precalentado y ademas excluye
explicitamente la agitacion de la etapa de pasteurizacion, constituyendo éstas sendas diferencias con el método de la
invencion.

En consecuencia, se considera que D01 no divulga de forma idéntica todas las caracteristicas del método de la reivindicacion
1. Por lo tanto, dicha reivindicacion 1 y su reivindicacién dependiente 2 cumplen el requisito de novedad (art. 6.1, LP
11/1986).

1.2.-Reivindicaciones 3-4.

El documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la reivindicacion independiente 3 es también DO1. Dicho
documento divulga un recipiente para llevar a cabo la etapa de centrifugacion, siendo este recipiente de PVC, resistente al
autoclavado y con una rejilla en su parte inferior para permitir la salida de los materiales a eliminar y mantenerlos separados
del aloinjerto durante la centrifugacién (DO1; pagina 80).

En base a lo anterior, DO1 anticipa de forma idéntica todos los elementos del recipiente definido en la reivindicacion 3, por lo
gue el objeto de dicha reivindicacion no cumple con el requisito de novedad (art. 6.1, LP 11/1986).

En oposicién a lo anterior, no se ha encontrado en D01 una mencion explicita a las medidas de los recipientes de
centrifugacion. Por lo que, el objeto de la reivindicacion 4 no esta divulgado en DO1 y cumple con el requisito de novedad del
art. 6.1 de la LP 11/1986.

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1, LP 11/1986).
2.1.-Reivindicaciones 1-2.

Como ya se ha indicado, la diferencia entre DO1 y la reivindicacion 1 de la presente solicitud estriba en que en D01 no se
menciona explicitamente el precalentamiento del suero en la etapa de pasteurizacion y en que dicha etapa se lleva a cabo sin
agitacion, mientras que en el método de la invencion se precalienta el suero y se aplica agitacion durante los 90 minutos de la
pasteurizacion.

En lo que respecta al precalentamiento del suero, se entiende que éste constituiria una alternativa obvia de proceder para un
experto en la materia con el fin de asegurarse de que el tiempo real de tratamiento a 60 °C es lo mas proximo a 90 minutos y
no inferior.

En cuanto a la agitacién, se hace notar que el problema técnico a resolver mediante la pasteurizacion es la eliminacion de
posibles organismos patdgenos de los aloinjertos. Sin embargo, dicho problema es resuelto de forma efectiva mediante la
pasteurizacion sin agitacion de D01 (DO1; paginas 240-243). Por lo tanto, en ausencia de una indicacién en la presente
solicitud de la ventaja o efecto técnico aportado por la agitacion, la inclusién de ésta en la etapa de pasteurizacion se
considera que constituiria una mera alternativa para el experto en la materia a la vista de DO1.

Por otra parte, en la reivindicacion 2 se define la introduccién de los recipientes en la termoagitadora en grupos de cuatro
para la pasteurizacion, fijandose una velocidad de agitacion orbital de 40 ciclos por minuto. Estos elementos no se
encuentran divulgados en DO1. Sin embargo, DO1 si contempla el uso en la etapa de pasteurizacion de una termoagitadora
como la que se menciona en la pagina 12, lineas 13-14 de la presente solicitud (DO1; pagina 77), por lo que la colocacion
particular de los recipientes en grupos de cuatro se considera una simple alternativa procedimental que no supone una
contribucion al estado de la técnica. En cuanto a la fijacion de una velocidad de agitacién orbital de 40 ciclos por minuto, ya
se ha indicado que la pasteurizacion con agitacion se considera en si una mera alternativa al método de pasteurizacion de
D01 sin agitacion. Asi pues, la eleccion de un pardmetro concreto de velocidad orbital tendria, por extension, la misma
consideracion de mera alternativa de procedimiento para el experto en la materia.

En consecuencia, el objeto de las reivindicaciones 1 y 2 carece de actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1 de la LP
11/1986.
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En consecuencia, el objeto de las reivindicaciones 1y 2 carece de actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1 de la
LP 11/1986.

2.2 Reivindicacion 4.

El documento D01 no incluye las medidas de los recipientes de PVC empleados en la etapa de centrifugacion. Sin embargo,
hace mencién a una limitacién de tamafio de las muestras de aloinjerto a procesar los cuales se indica que no pueden
superar los 10 x 6 x 6 cm. Estas medidas maximas del aloinjerto son perfectamente compatibles con la capacidad de los
recipientes de centrifugacion de la reivindicacion 4, por lo que se considera que las dimensiones definidas en dicha
reivindicaciéon constituyen una mera eleccion de parametros obvia para un experto en la materia a la vista de lo divulgado en
DO1.

Por lo tanto, la reivindicacion 4 no cumple con el requisito de actividad inventiva establecido en el Art. 8.1 de la LP 11/1986.

Los documentos D02-D04 reflejan el estado de la técnica y no se consideran relevantes a efectos de la apreciacion de la
novedad y actividad inventiva del objeto de la presente solicitud.
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