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DESCRIPCION

Desarrollo de recubrimientos electroestirados
bioactivos para aplicaciones biomédicas

La presente invencion se refiere a una composi-
cién bioactiva obtenida por la técnica de electroes-
tirado y compuesta por al menos un polimero. Ade-
mas, la invencién también describe un procedimien-
to de incorporacién de esta composicion a modo de
recubrimiento sobre una matriz pléstica para obtener
materiales compuestos para su uso en implantes bio-
médicos y en ingenieria de tejidos.

Estado de la técnica anterior

Durante los tltimos afios, ha surgido un considera-
ble interés en el procesado de materiales poliméricos
a escala nano- y submicro-métrica, y muy en particu-
lar, en forma de fibras. De entre las diferentes técnicas
que se pueden emplear para la fabricacién de estas fi-
bras ultra-finas, la técnica del electroestirado (“elec-
trospinning”) es actualmente la mas utilizada. Este
proceso, patentado hace mds de cien afios, (US Pa-
tent, 705 691, 1902) se fundamenta en la creacion de
una elevada diferencia de potencial entre un capilar,
el cual contiene una solucién polimérica, y un soporte
metélico, sobre el cual se depositan las fibras. En fun-
cioén de los pardmetros del equipo y las caracteristicas
de la solucién polimérica, no sélo se pueden obtener
fibras, sino también otras morfologias tales como 14-
minas, tubos y esferas (Torres-Giner S, Gimenez E,
Lagaron JM. Characterization of the morphology and
thermal properties of zein prolamine nanostructures
obtained by electrospinning. Food Hydrocolloids 22
(4): 601, 2008). La principal actividad investigado-
ra del uso de este tipo de estructuras ultrafinas estd
siendo enfocada a su uso como materiales bioactivos,
tales como nanofibras antimicrobianas (Torres-Giner
S, Ocio MJ, Lagaron JM. Development of active anti-
microbial fiber-based chitosan polysaccharide nanos-
tructures using electrospinning. Engineering of Life
Science 8 (3): 303, 2008; Torres-Giner S, Ocio MJ,
Lagaron JM. Novel antimicrobial ultrathin structures
of zein/chitosan blends obtained by electrospinning.
Carbohydrate Polymers 77(2):261, 2009), submicro-
encapsulacién de alimentos funcionales (Ferndndez
A, Torres-Giner S, Lagaron JM. Novel route to sta-
bilization of bioactive antioxidants by encapsulation
in electrospun fibers of zein prolamine. Food Hy-
drocolloids 23(5):1427, 2009) y fundamentalmente, y
mads recientemente, como soportes para el crecimien-
to celular (Torres-Giner S, Gimeno-Alcaiiiz JV, Ocio
MJ, Lagaron JM. Comparative performance of elec-
trospun collagen nanofibers cross-linked by means of
different methods. ACS Applied Materials & Interfa-
ces 1 (1): 218, 2009).

Debido al reducido didmetro de las fibras elec-
troestiradas, mayoritariamente submicro-métrico, los
recubrimientos basados en redes de estas fibras po-
seen una alta similitud morfolégica con la superficie
de tejidos como huesos, piel, muisculos, asi como pa-
redes de ciertos 6rganos. Ademds, estas fibras pue-
den ser biocompatibles y biodegradables, con lo que
si ademds no son citotdxicas (no resultan dafiinas para
las células), pueden ser también reabsorbibles meta-
bélicamente de forma natural por el cuerpo. De este
modo, el funcionamiento biol6gico de un tejido, que
estd regulado por ciertas sefiales bioldgicas, puede ser
controlado para favorecer la actividad celular sobre la
superficie de estos materiales. Mediante estudios in
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vitro se ha podido demostrar que el crecimiento de 1i-
neas celulares sobre los recubrimientos electroestira-
dos estd favorecido (Torres-Giner S, Gimeno-Alcaiiiz
JV, Ocio MJ, Lagaron JM. Comparative performan-
ce of electrospun collagen nanofibers cross-linked by
means of different methods. ACS Applied Materials
& Interfaces 1 (1): 218, 2009).

El objetivo final de los recubrimientos electroesti-
rados en el campo de la ingenieria de tejidos general-
mente es el de producir un soporte o andamio (“scaf-
fold”) para el crecimiento celular. De esta forma, 6r-
ganos y tejidos dafiados pueden ser parcialmente re-
cubiertos por fibras electroestiradas para remplazar-
los temporalmente hasta que las propias células sean
capaces de poblar y sintetizar de nuevo el tejido ori-
ginal. Con el objetivo de imitar la composicién qui-
mica de las paredes y tejidos celulares biolégicos, se
han patentado recubrimientos consistentes en protei-
nas, especialmente aquellas provenientes de la matriz
extracelular de mamiferos, como coldgeno o elastina
(US Patent 0213389 A1, 2008). No obstante, recien-
tes estudios demuestran que el uso directo de este ti-
po de matrices proteicas podria no ser suficientemen-
te adecuado porque no cumplen con ciertos requisitos
basicos para favorecer adecuadamente el soporte ce-
lular, tales como insuficiente resistencia enzimatica,
rapida disolucién en agua y baja bioestabilidad tér-
mica y mecdnica. Otras reivindicaciones se basan en
la adicién de polimeros sintéticos en la composicién
del polimero electroestirado, (US Patent 0263417 A1,
2006), para que de este modo se resuelvan los proble-
mas anteriormente citados. Sin embargo, muchas de
estas composiciones sintéticas carecerfan de suficien-
te resistencia térmica para permitir su esterilizacién
y fijacién por temperatura. Desgraciadamente, el pro-
ceso de esterilizacion resulta clave en cualquier apli-
cacion biomédica dado que en esta etapa se elimina
totalmente la carga microbiana de un producto sanita-
rio para poder utilizarlo asépticamente en un procedi-
miento quirdrgico. Los métodos térmicos, tanto calor
seco como humedo, suelen ser los mas adecuados, a
la vez que cémodos, para esterilizar cualquier mate-
rial de implante 6 dispositivo biomédico.

Por otra parte, el objetivo final mas habitual del
electroestirado es crear un recubrimiento en forma de
interfase en el implante y esto generalmente se rea-
liza por medio de la aplicacién directa sobre el im-
plante del proceso de electroestirado. Sin embargo,
uno de los problemas mds frecuentes de las interfa-
ses basadas en fibras electroestiradas es la dificultad
de asegurar la unién entre el implante y su recubri-
miento, lo que puede comprometer la futura integri-
dad del implante. De hecho, una insuficiente fijacién
entre ambos podria limitar muy considerablemente su
aplicacién dado que podrian no resistir la manipula-
cién durante la cirugia o las posteriores cargas in vivo
(Friess W. Collagen - biomaterial for drug delivery.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharma-
ceutics 45 (2): 113, 1998).

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona una composi-
cién bioactiva obtenida por la técnica del electroesti-
rado que por sus caracteristicas técnicas puede sopor-
tar procesos de esterilizacion térmica para su aplica-
cion en implantes biomédicos e ingenieria de tejidos.

Un primer aspecto de la presente invencion se re-
fiere a una composicién bioactiva obtenida por un
procedimiento de electroestirado que comprende al
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menos un polimero que se selecciona entre poliéste-
res, policetonas, polisacaridos, proteinas estables tér-
micamente o cualquiera de sus mezclas.

En la presente invencion, se entiende por bioacti-
vidad la capacidad que posee un material para inducir,
estimular, provocar o modular una accién biolégica
definida en el tejido receptor, asi un material bioac-
tivo es aquel que posibilita una respuesta bioldgica
especifica en su interfase de los tejidos, favoreciendo
la unién de ambos.

Los poliésteres de la composicién bioactiva en
una realizacién preferida se seleccionan de una lis-
ta que comprende: 4cido poliglicdlico (PGA), dcido
poli(glicélico-co-lactico) (PGLA), dcido poli-L-lacti-
co (PLLA), polihidroxialcanoatos, policaprolactonas
(PCL) y cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion preferida, las policetonas de
la composicion bioactiva se seleccionan de una lista
que comprende: poliéter éter cetona (PEEK) y polié-
ter éter cetona sulfonado (S-PEEK).

En otra realizacién preferida las proteinas de la
composicion bioactiva se seleccionan de una lista que
comprende: zeina, proteina de soja y cualquiera de sus
combinaciones.

En otra realizacién preferida, los polisacédridos de
la composicién bioactiva se seleccionan de una lista
que comprende: celulosa, quitosano y cualquiera de
sus combinaciones.

De forma adicional, la composicién bioactiva con-
tiene preferiblemente al menos un material bioce-
rdmico, siendo mds preferiblemente hidroxiapatita u
otros minerales basados en calcio y/o fésforo, es-
pecialmente indicado para su aplicacién en tejidos
3seos.

También de forma adicional, la composicién
bioactiva contiene preferiblemente un farmaco, sien-
do mas preferiblemente un antiinflamatorio, un anti-
bidtico, un analgésico o cualquiera de sus combina-
ciones.

En un segundo aspecto, la presente invencién se
refiere a un procedimiento de obtencién de la compo-
sicién descrita anteriormente, que comprende las si-
guientes etapas:

a. Homogenizacién de una composicién precur-
sora que comprende un polimero que se selec-
ciona entre un poliéster, una policetona, una
proteina estable térmicamente, un polisacarido
o cualquiera de sus combinaciones, y al menos
un disolvente, siendo el disolvente mds prefe-
riblemente orgénico, un alcohol y atin més pre-
feriblemente hexafluoro-2-propanol.

b. Electroestirado estatico o dindmico de la com-
posicién precursora obtenida en la etapa (a)
aplicando una diferencia de potencial entre el
capilar que contiene la composicion y el colec-
tor sobre el que se deposita, el cual estd opues-
tamente cargado. El alto voltaje aplicado es ca-
paz de generar un chorro (“jet”) del polimero
previamente disuelto, que en su transcurso se
alarga, endurece y seca (se evapora el disol-
vente de forma précticamente completa) para
ser recogido en el colector en forma de fibra u
otra estructura de tamafo ultra-fino.

c. Tratamiento de esterilizacién de la composi-
cién obtenida en la etapa (b).

En una realizacién preferida del procedimiento,
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adicionalmente, durante la etapa (a), se adiciona un
material biocerdmico, un farmaco o ambos, y mds
preferiblemente entre un 0,001 y 90% en peso res-
pecto al polimero(s).

Preferiblemente el procedimiento ademds com-
prende un post-tratamiento, que puede ser después
de la etapa (a), después de la etapa (b) o después de
la etapa (c), y siendo éste post-tratamiento una reac-
cién de entrecruzamiento y/o lavado, dicho entrecru-
zamiento se realiza tanto por métodos quimicos como
fisicos, para facilitar la posterior adhesion implante-
interfase o mejorar la resistencia térmica, y el lavado
se realiza para eliminar algiin componente no deseado
de la composicion.

La homogenizacién de la etapa (a) se realiza pre-
feriblemente por agitacién mecénica, de acuerdo las
condiciones necesarias para disolver los polimeros
empleados y siendo la relacién polimero(s) - disol-
vente del 0,01 al 95% en peso.

El electroestirado de la etapa (b) preferiblemente
se realiza en unas condiciones en la que la distancia
entre el capilar y el soporte es de 1-200 cm, una velo-
cidad de deposicién entre 0,001-100 ml/h y aplican-
do un voltaje entre 1-100 kV. Més preferiblemente se
realiza a una distancia entre 5-50 cm, una velocidad
de deposicion entre 0,01-10 ml/h y un voltaje entre 5-
25 kV.

La técnica del electroestirado permite obtener re-
cubrimientos basados generalmente en fibras de tama-
flo submicro-métrico a partir de un amplio rango de
polimeros biocompatibles y biodegradables. Debido
al tamafio de las fibras, los recubrimientos electroes-
tirados pueden mimetizar la estructura real de tejidos
y 6rganos vivos, lo que favorece la adhesion, creci-
miento, migracién y diferenciacién celular. Por otra
parte, los materiales con un mayor futuro como base
de los implantes son también poliméricos, pudiendo
ser tanto temporales como permanentes.

Esta técnica de electroestirado de fibras permite
obtener a escala submicro- o nano-métrica fibras a
partir de una composicién precursora. El electroes-
tirado comparte las caracteristicas tanto del electro-
pulverizado como de la solucién convencional el hi-
lado en seco de fibras. El proceso es no invasivo y
no requiere el empleo de quimica de coagulacién o
altas temperaturas para producir la produccion de las
fibras. En el electroestirado, las fibras producidas se
encuentran practicamente libres de disolvente. En al-
gunos casos pueden quedar trazas de los mismos, no
obstante durante el proceso térmico de la etapa (c),
éstas suelen ser completamente eliminadas de forma
que ningun solvente es transferido al producto final.

Las caracteristicas fisico-quimicas de la composi-
cioén de la presente invencioén permiten que pueda ser
esterilizada por cualquier método de esterilizacién co-
nocido. La posibilidad de esterilizacién, gracias a la
elevada resistencia térmica de los polimeros emplea-
dos en la composicién es una gran ventaja, ya que en
una realizacién preferida el tratamiento de esteriliza-
cién de la etapa (c) se realiza por un método térmico,
ya sea himedo o seco, realizdndose el método hiime-
do en una realizacién més preferida en autoclave a una
temperatura comprendida en un intervalo entre 60 y
200°C durante un tiempo de al menos 15 min. En una
realizacién ain mas preferida, la aplicacién de calor
himedo se realiza en autoclave a una temperatura en-
tre 100 y 135°C.

Y el método seco de esterilizacion en otra realiza-
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cién mds preferida se lleva a cabo en un horno a una
temperatura entre 100 y 300°C durante un tiempo de
1 minuto a 4 horas. Estos métodos térmicos tanto por
calor seco como himedo, son los mds adecuados y
sencillos para esterilizar cualquier material que vaya
a ser implantado.

En algunos casos, se ha observado que el trata-
miento de esterilizacion a alta temperatura también
puede incluso incrementar la bioactividad del recubri-
miento. Esto podria producirse por un cambio morfo-
16gico de las fibras que constituyen el recubrimiento.

Durante la etapa de esterilizacién en (c), si ésta se
realiza mediante temperatura, y si ademds el implante
sobre el cual se recubre con las fibras electroestiradas
es pldstico o su superficie posee caracteristicas termo-
plasticas, serd posible fijar mediante calor las fibras al
implante de modo adicional. De esta forma se permite
el desarrollo de materiales compuestos, interfase-ma-
triz plastica, mediante recubrimientos electroestirados
adheridos sobre una matriz polimérica, estableciendo
una union fisica o quimica entre las dos fases, a tra-
vés de un tratamiento térmico. La técnica de unién
consiste, en particular, en recubrir directa (in-situ) o
indirectamente (on-, at- o off-situ) fibras electroesti-
radas sobre un termoestable, sin curar o pre-curado, y
posteriormente someter a curado el conjunto. Al estar
fijado al implante, el propio recubrimiento es capaz
de resistir mejor las cargas mecdnicas y de manipu-
lacién durante la cirugia. Por tanto, el empleo de un
implante compuesto basado en una matriz polimérica
con fibras electroestiradas incorporadas y fijadas en su
superficie induce el crecimiento celular, en general, e
integra el implante al tejido vivo, en la particular.

Un tercer aspecto de la presente invencién se re-
fiere al uso de la composicion electroestirada descri-
ta anteriormente en aplicaciones biomédicas. Donde
las aplicaciones biomédicas se selecciona de una lista
que comprende la fabricacion de prétesis e implantes,
el recubrimiento de implantes, fabricacién de suturas,
sustitucion directa de tejidos, tanto de remplazo per-
manente como temporal, en huesos, piel, misculos y
organos dafiados, y como sistema de liberacién con-
trolada de farmacos.

Por “implante”, en la presente invencion, se en-
tiende un dispositivo, prétesis o sustancia de un ma-
terial sintético o natural que se coloca en el cuerpo
con la intencién de curar, corregir algin problema de
salud o con fines estéticos.

Por “sistema de liberacién controlada de farma-
cos”, en la presente invencién, se entiende a una for-
ma de administrar fairmacos localmente, donde el far-
maco se incorpora en una cantidad necesaria al re-
cubrimiento del implante, y se libera especificamente
durante un periodo de tiempo en el lugar donde ha si-
do incorporado el implante, actuando de modo efecti-
vo y preciso para favorecer un proceso de curacioén y
sin necesidad de aplicarse de forma sistémica.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se re-
fiere a un material que comprende una matriz plastica
recubierta por la composicién electroestirada bioacti-
va descrita anteriormente.

La matriz pléstica preferiblemente comprende un
polimero termoestable, un polimero elastomérico o un
polimero termopléstico.

El polimero termoestable mds preferiblemente se
selecciona de la lista que comprende resinas acrili-
cas, resinas epoxi, poliésteres insaturados, policeto-
nas, resinas fendlicas, poliimidas, poliuretanos, sili-
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conas, cauchos, gomas naturales o cualquiera de sus
combinaciones. Estando atin més preferiblemente es-
te polimero termoestable curado, sin curar o pre-cura-
do.

En el caso de los polimeros termopldsticos, la ad-
hesién se consigue por tratamiento térmico seguido
de reblandecimiento y difusion en la interfase y/o re-
accion entre el implante y el recubrimiento. Los poli-
meros termopldsticos mds preferiblemente se selec-
ciona de la lista que comprende biopolimeros em-
pleados en el drea biomédica tales como poliésteres,
polioles, poliuretanos, policetonas, poliamidas biode-
gradables, polisacaridos y proteinas. Siendo los bio-
poliésteres atin mds preferiblemente: acido polil4ctico
(PLA), 4cido poliglicélico (PGA), poli(hidroxibuta-
noatos) (PHBs), poli(hidroxialcanoatos) (PHAs), po-
licaprolactonas (PCL) o cualquiera de sus combina-
ciones. Y los polioles atin mas preferiblemente: poli-
sacdridos, polialchol de vinilo (PVOH), sus copolime-
ros con etileno (EVOH) o cualquiera de sus mezclas.

En un quinto aspecto, la presente invencion se re-
fiere a un procedimiento de obtencién del material de
matriz plastica recubierto con la composicién bioacti-
va electroestirada, que comprende las siguientes eta-
pas:

a. recubrir una matriz plastica con la composi-
cioén descrita anteriormente.

b. realizar un tratamiento térmico de adhesion de
la composicién obtenida en la etapa (a) sobre
la matriz.

En una realizacién preferida del procedimiento el
recubrimiento de la etapa (a) se lleva a cabo de forma
simultdnea al electroestirado.

Con este procedimiento se logra una 6ptima adhe-
sién del recubrimiento sobre el implante, lo que resul-
ta clave en el éxito clinico.

Preferiblemente, si el polimero es termoestable el
tratamiento térmico de adhesion es un tratamiento de
curado que se realiza a un intervalo de temperaturas
de 70 a 300°C y durante un tiempo de 0,1 minutos a 5
horas.

El tratamiento térmico de curado no solo va a otor-
gar una excelente adhesion entre el recubrimiento de
las fibras electroestiradas y el implante plastico, sino
también va aumentar el entrecruzamiento del polime-
10.

Preferiblemente, si el polimero es termoplastico
este tratamiento térmico de adhesidn se va a realizar a
temperaturas en las que el polimero estd plastificado.

Preferiblemente, la propia etapa (b) puede ser a su
vez un proceso de esterilizacién térmica, o de forma
adicional, se puede efectuar una etapa de esteriliza-
cién posterior a esta etapa (b).

Un sexto aspecto de la presente invencidn se refie-
re al uso de este material de matriz plastica recubier-
ta por la composicion electroestirada bioactiva, como
implante biocompatible permanente o reabsorbible.

Las caracteristicas que deben cumplir en cada ca-
so los implantes biocompatibles son:

- Implantes permanentes: Se requiere en este ca-
so que el polimero que constituye la matriz
plastica no modifique sus propiedades fisicas
durante la vida del implante.

- Implantes reabsorbibles: Se utilizan para ello
polimeros biodegradables, tanto en la matriz
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plastica como en la interfase, esto es, materia-
les que, después de cumplir su funcién, se bio-
degraden y se reduzcan a moléculas pequefias
que se integren a los ciclos biolégicos habitua-
les del organismo vivo. Es un implante tempo-
ral.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones
la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, compo-
nentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros
objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de
la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y
dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no
se pretende que sean limitativos de la presente inven-
cion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Muestra las fibras de PGLA, antes y des-
pués del tratamiento térmico, tomadas por un micros-
copio de barrido electrénico.

Fig. 2. Muestra el crecimiento celular en funcién
del tiempo de ambos recubrimientos, sin tratar y con
calor, y de un film obtenido por casting (formado por
evaporacioén de disolvente) a partir de la misma di-
solucién polimérica empleada en el proceso de elec-
troestirado.

Fig. 3. Muestra las fibras de zeina, antes y después
del tratamiento térmico tomadas por un microscopio
de barrido electrénico.

Fig. 4. Muestra los resultados del crecimiento ce-
lular, mostrando que existe un ligero descenso del cre-
cimiento en los primeros dias tras el proceso térmico,
muy posiblemente debido al mayor tamaifio de las fi-
bras.

Fig. 5. Muestra la resina acrilica antes y después
de ser recubierta con las fibras de PGA después de la
fijacién con temperatura.

Fig. 6. Muestra en detalle, por microscopio de
barrido electrénico, la morfologia de unas fibras de
PGA que se encuentran recubriendo una resina acrili-
ca.

Fig. 7. Muestra el crecimiento celular en funcién
del tiempo de una resina acrilica recubierta con fibras
electroestiradas de PGA. Este crecimiento fue com-
parado con el obtenido en la misma resina acrilica sin
recubrir y con el del mismo recubrimiento de fibras
de PGA pero sobre un soporte inerte (papel de alu-
minio). Ademads, se compara el crecimiento entre el
recubrimiento sobre la resina con el obtenido sobre
un soporte inerte.

Fig. 8 muestra el film de PLA antes y después del
proceso de electroestirado mds el calentamiento.

Fig. 9. muestra el crecimiento celular en funcién
del tiempo del film de PLA recubierto con fibras elec-
troestiradas de PGA.

Ejemplos

A continuacidn se ilustrard la invencién mediante
unos ensayos realizados por los inventores, que po-
ne de manifiesto la especificidad y efectividad de la
composicion bioactiva obtenida por el procedimiento
de electroestirado usado de forma individual o como
interfase entre un implante pléstico y el tejido vivo,
en ambos casos induciendo al crecimiento celular e
integrandose el implante al tejido vivo.

Ejemplo 1

A modo de ejemplo, se presenta la descripcién de

la obtencién de un recubrimiento de fibras electroes-
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tiradas de un poliéster esterilizado por calor himedo.
Inicialmente, 5 g de 4cido poli(glicélico-co-lactico)
(PGLA) son completamente disueltos en 95 g de he-
xafluoruro de propanol. A continuacién, la disolucién
polimérica anteriormente obtenida es electroestirada
en las siguientes condiciones: 10 kV, 0.15 ml/h y 15
cm. Posteriormente, las fibras son recogidas en un co-
lector metdlico y son introducidas en el autoclave a
121°C durante 20 min para su completa esterilizacion.
Las imagenes de la figura 1 muestran las fibras de
PGLA, antes y después del tratamiento térmico, to-
madas por un microscopio de barrido electrénico. En
estas imdgenes se muestra como en el recubrimiento
se mantiene la estructura fibrilar original, en ambos
casos por debajo de la micra, pero las fibras térmica-
mente tratadas presentan un tamafo ligeramente me-
nor y ademds, tiene lugar la aparicién de morfologia
porosa. Por su topografia, se considera que el recu-
brimiento posee caracteristicas biomiméticas (simula
la estructura real de los tejidos vivos) y por tanto al-
ta bioactividad celular. Finalmente, para comprobar
lo anteriormente mencionado, mediante un ensayo in
vitro de viabilidad celular se determiné la bioactivi-
dad. Para ello, osteoblastos (células éseas) de la li-
nea celular MG-63 en medio Eagle enriquecido con
nutrientes son afiadidos a los recubrimientos en una
concentracion de 3x10*. Mediante la adicién de Ala-
mar Blue sobre el medio de cultivo se determina, por
absorbancia en el cambio de color de azul a rojo (%
AB), el nimero de células metabdlicamente activas y
por tanto el crecimiento de las mismas. De esta forma,
el grafico de la figura 2 muestra el crecimiento celular
en funcidén del tiempo de ambos recubrimientos, sin
tratar y con calor, y de un film obtenido por casting
(formado por evaporacién de disolvente) a partir de la
misma disolucién polimérica empleada en el proceso
de electroestirado. En dicho grafico puede observar-
se que el crecimiento celular se mejora incluso como
consecuencia del proceso térmico aplicado. Esto pue-
de deberse a que se produce una ligera disminucién
del tamafio fibrilar y también a la aparicién de nano-
poros que podrian favorecer el anclaje celular. De esta
forma, se presenta una mejora en la bioactividad es-
tablecida con respecto al mismo material en forma de
film de superficie plana.
Ejemplo 2

El siguiente ejemplo se refiere a la obtencién de
un recubrimiento similar pero, en este caso, obtenido
para una protefna y esterilizado por calor seco. Para
ello, 33 g de zeina son completamente disueltos en
una mezcla de 64 g etanol y 11 g agua. A esta diso-
lucién polimérica se afiaden 1.5 g de 4cido citrico en
presencia de 0.5 g de hipofosfito de sodio monohidra-
tado como agentes entrecruzantes. A continuacion, la
disolucién polimérica anteriormente obtenida es elec-
troestirada en las siguientes condiciones: 12 kV, 0.10
ml/h y 13 cm. Posteriormente, las fibras son recogi-
das en un colector metdlico y son introducidas en un
horno a 180°C durante 30 min para su completa es-
terilizacién. Las imédgenes de la figura 3 muestran las
fibras de zeina, antes y después del tratamiento tér-
mico tomadas por un microscopio de barrido electrd-
nico. Al igual que en el ejemplo anterior, se muestra
como los recubrimientos siguen manteniendo su es-
tructura submicro-métrica fibrilar. No obstante, en la
estructura tratada térmicamente se observa un proce-
so de entrecruzamiento mediante el cual las fibras su-
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fren un cierto ensanchamiento y forman un entramado
mucho més compacto. A consecuencia de esta nueva
estructura, las fibras de zeina poseen una optimizada
resistencia al agua y mejores propiedades fisicas. En-
sayos de bioactividad con los osteoblastos, segtn el
procedimiento descrito en el ejemplo 1, son realiza-
dos en ambas muestras y un film de zeina obtenido
por casting a partir de la misma disolucién poliméri-
ca. En la grifica de la figura 4 se muestran los resulta-
dos del crecimiento celular, mostrando que existe un
ligero descenso del crecimiento en los primeros dfas
tras el proceso térmico, muy posiblemente debido al
mayor tamafio de las fibras. No obstante, la mejora
en la bioactividad respecto al film sigue siendo muy
considerable.
Ejemplo 3

Se presenta la descripcion de la obtencién de un
recubrimiento de fibras electroestiradas de un poliés-
ter adheridas a una resina acrilica. Inicialmente, 5 g
de 4cido poliglicélico (PGA) son completamente di-
sueltos en 95 g de hexafluoruro de propanol. A con-
tinuacidn, la disolucién polimérica anteriormente ob-
tenida es electroestirada sobre una resina acrilica pre-
curada a 100°C durante 30 min. El proceso de elec-
troestirado se realiza en las siguientes condiciones: 9
kV, 0.20 ml/h y 12 cm. Posteriormente, la resina recu-
bierta superficialmente con las fibras electroestiradas
es introducida en un horno a 150°C durante 2 h. La
imagen de la figura 5 muestra la resina acrilica an-
tes y después de ser recubierta con las fibras de PGA
después de la fijacién con temperatura. En la figura
6 se muestra en detalle, por microscopio de barrido
electrénico, la morfologia de la superficie de la resi-
na acrilica con las fibras de PGA que se encuentran
recubriéndola. Como se puede observar visualmente,
el material compuesto resultante posee una superfi-
cie basada en fibras electroestiradas, que simulan la
morfologia real de tejidos vivos. La bioactividad de
la superficie, combinada con la rigidez de la resina,
otorga a este material unas propiedades idéneas para
su uso como elemento de implante. Finalmente, para
comprobar la mejora en la bioactividad, mediante un
ensayo in vitro de viabilidad celular se pudo determi-
nar la viabilidad celular. Para ello, osteoblastos (célu-
las 6seas) de la linea celular MG-63 en medio Eagle
enriquecido con nutrientes son afiadidos a los recubri-
mientos en una concentracion de 3x10*. Mediante la
adicién de Alamar Blue sobre el medio de cultivo se
determina, de acuerdo a lo descrito en el ejemplo 1,
el nimero de células metabdlicamente activas y por
tanto el crecimiento de las mismas. De esta forma el
grafico de la figura 7 muestra el crecimiento celular
en funcién del tiempo de la resina acrilica recubierta
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con fibras electroestiradas de PGA. Este crecimien-
to es comparado con el obtenido en la misma resina
acrilica sin recubrir y con el del mismo recubrimiento
de fibras de PGA pero sobre un soporte inerte (papel
de aluminio). En dicho grifico puede observarse que
el crecimiento celular se mejora ampliamente al recu-
brir la resina con las fibras electroestiradas. De hecho,
si se compara el crecimiento entre el recubrimiento
sobre la resina con el obtenido sobre un soporte iner-
te se puede observar un descenso, muy posiblemente
debido a la baja biocompatibilidad de la resina que
podria asociar una ligera citoxicidad. De esta forma,
se presenta un proceso capaz de generar un implan-
te permanente biocompatible basado en una interfase-
matriz plastica con una bioactividad mejorada.
Ejemplo 4

Se presenta la descripcion de la obtencién de un
recubrimiento de fibras electroestiradas de un poliés-
ter adheridas sobre un termopléstico. La disolucién
polimérica obtenida en el ejemplo 3 se electroestira
en las mismas condiciones sobre un film de acido po-
lilactico (PLA) previamente obtenido por casting (for-
macién mediante evaporacién del disolvente). Poste-
riormente, el film de PLA recubierto superficialmen-
te con las fibras electroestiradas es introducido en un
horno a 110°C durante 30 minutos. La imagen de la
figura 8 muestra el film de PLA antes y después del
proceso de electroestirado mds el calentamiento. Del
mismo modo, para comprobar la mejora en la bioac-
tividad, mediante un ensayo in vitro de viabilidad ce-
lular se determind la capacidad celular con osteoblas-
tos mediante el método de Alamar Blue descrito en
el ejemplo 1. Asf el grafico de la figura 9 muestra el
crecimiento celular en funcién del tiempo del film de
PLA recubierto con fibras electroestiradas de PGA.
Este crecimiento fue comparado con el obtenido en
otro film sin recubrir de PLA obtenido en las mismas
condiciones y con el del mismo recubrimiento de fi-
bras de PGA sobre un soporte inerte (papel de alumi-
nio). En dicho grafico puede observarse que el creci-
miento celular se mejora ampliamente tras recubrir el
film de PLA con las fibras electroestiradas de PGA.
Esto se debe a que la superficie del film es comple-
tamente lisa con lo cual la bioactividad no se ve in-
crementada a diferencia de las fibras electroestiradas
que simulan la morfologia real de los tejidos vivos.
Sin embargo, dado que el PLA es completamente bio-
compatible y no asocia citotoxicidad, el crecimiento
entre el recubrimiento sobre PLA con el obtenido so-
bre un soporte inerte es practicamente el mismo. De
esta forma, se presenta un proceso capaz de generar
un implante temporal biocompatible y con una bioac-
tividad mejorada.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién bioactiva obtenida por un proce-
dimiento de electroestirado que comprende al menos
un polimero que se selecciona entre poliésteres, poli-
cetonas, proteinas estables térmicamente, polisacéri-
dos o cualquiera de sus mezclas.

2. Composicion bioactiva segtin la reivindicacién
1 donde los poliésteres se seleccionan de una lista
que comprende: dcido poliglicélico (PGA), acido po-
li(glicdlico-co-lactico) (PGLA) y dcido poli-L-lacti-
co (PLLA), polihidroxialcanoatos y policaprolacto-
nas (PCL).

3. Composicién bioactiva segtin la reivindicacién
1 donde las policetonas se seleccionan de una lista
que comprende: poliéter éter cetona (PEEK) y polié-
ter éter cetona sulfonado (S-PEEK).

4. Composicién bioactiva segun la reivindicacion
1 donde las proteinas se seleccionan de una lista que
comprende: zeina, proteina de soja y cualquiera de sus
combinaciones.

5. Composicién bioactiva segtin la reivindicacién
1 donde los polisacaridos se seleccionan de una lista
que comprende: celulosa, quitosano o cualquiera de
sus combinaciones.

6. Composicion bioactiva segiin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 que ademds comprende un ma-
terial biocerdmico.

7. Composicién bioactiva segtin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 que ademds comprende un fér-
maco.

8. Composicién bioactiva segtin la reivindicacién
7 donde el fairmaco se selecciona de la lista que
comprende: antiinflamatorio, antibidtico, analgésico
o cualquiera de sus combinaciones.

9. Procedimiento de obtencién de la composicién
seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que
comprende las siguientes etapas:

a. Homogenizacién de una composicién precur-
sora que comprende un polimero que se selec-
ciona entre un poliéster, una policetona, una
proteina estable térmicamente, un polisacarido
o cualquiera de sus mezclas, y al menos un di-
solvente;

b. electroestirado estdtico o dindmico de la com-
posicion obtenida en la etapa (a) aplicando una
diferencia de potencial entre el capilar que con-
tiene la composicion y el colector sobre el que
se deposita,

c. Esterilizacion de la composicién obtenida en la
etapa (b).

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9 donde
se adiciona, durante la etapa (a), al menos un material
bioceramico, un fairmaco o ambos.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 6 10 donde se realiza al menos un post-
tratamiento que puede ser después de la etapa (a), des-
pués de la etapa (b) o después de la etapa (c).

12. Procedimiento segtn la reivindicacién 11 don-
de el post-tratamiento comprende un proceso de en-
trecruzamiento y/o lavado.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 12 donde la homogenizacion de la eta-
pa (a) se realiza por agitaciéon mecanica.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 13 donde el electroestirado de la etapa
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(b) se realiza a una distancia entre el capilar y el so-
porte de entre 1 y 200 cm.

15. Procedimiento segtn la reivindicacién 14 don-
de el electroestirado de la etapa (b) se realiza a una
distancia entre el capilar y el soporte de entre 5 y 50
cm.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 15 donde el electroestirado de la etapa
(b) se realiza a velocidad de deposicion entre 0,001 y
100 ml/h.

17. Procedimiento segtin la reivindicacién 16 don-
de el electroestirado de la etapa (b) se realiza a velo-
cidad de deposicién entre 0,01 y 10 ml/h.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 17 donde el electroestirado de la etapa
(b) se realiza aplicando un voltaje entre 1 y 100 kV.

19. Procedimiento segtn la reivindicacién 18 don-
de el electroestirado de la etapa (b) se realiza aplican-
do un voltaje entre 5 y 25 kV.

20. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 19 donde el tratamiento de esteriliza-
cion de la etapa (c) se realiza por aplicacion de calor
himedo o seco.

21. Procedimiento segtn la reivindicacién 20 don-
de la aplicacién de calor himedo se realiza en auto-
clave a una temperatura entre 60 y 200°C durante un
tiempo de al menos 15 min.

22. Procedimiento segtn la reivindicacién 21 don-
de la aplicacién de calor himedo se realiza en auto-
clave a una temperatura entre 100 y 135°C.

23. Procedimiento segtn la reivindicacién 20 don-
de el método seco se realiza en un horno a una tem-
peratura entre 100 y 300°C durante un tiempo de 1
minuto a 4 h.

24. Uso de la composicion electroestirada segtn
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en aplicacio-
nes biomédicas.

25. Uso de la composicién electroestirada segtiin
la reivindicacién 24 donde la aplicacién biomédica se
selecciona de una lista que comprende la fabricacion
de prétesis e implantes, el recubrimiento de implan-
tes, fabricacién de suturas, sustitucién directa de teji-
dos y sistemas de liberacidn controlada de farmacos.

26. Material que comprende una matriz plastica
recubierta por una composicion segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8.

27. Material segtn la reivindicacién 26, donde la
matriz plastica comprende un polimero termoestable,
un polimero elastomérico o un polimero termoplésti-
co.

28. Material segtn la reivindicacién 27, donde la
matriz plastica es un polimero termoestable o elas-
tomérico que se selecciona de la lista que comprende
resinas acrilicas, resinas epoxi, poliuretanos, poliéste-
res insaturados, policetonas, resinas polifendlicas, po-
liimidas, poliuretanos, siliconas, cauchos, gomas na-
turales o cualquiera de sus combinaciones.

29. Material segtn la reivindicacién 28, donde el
polimero termoestable o elastomérico esta curado, sin
curar o pre-curado.

30. Material segtn la reivindicacién 27, donde la
matriz plédstica es un polimero termopldstico que se
selecciona de la lista que comprende poliésteres, po-
lioles, policetonas, poliamidas biodegradables, poli-
sacaridos, proteinas y poliolefinas.

31. Material segtn la reivindicacién 30, donde el
polimero termopldstico es un poliéster que se selec-
cionan de la lista que comprende 4cido polilactico

7
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(PLA), acido poliglicélico (PGA), poli(hidroxialca-
noatos) (PHAsS), policaprolactonas (PCL) poli(hidro-
xialcanoatos) (PHAs) o cualquiera de sus combina-
ciones.

32. Material segtin la reivindicacién 30, donde el
polimero termopléstico es un poliol que se seleccio-
nan de la lista que comprende polisacaridos, polial-
cohol de vinilo (PVOH), sus copolimeros con etileno
(EVOH) o cualquiera de sus combinaciones.

33. Procedimiento de obtencion del material se-
glin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, que
comprende:

a. recubrir una matriz plastica con la composi-
ci6én seglin cualquiera de las reivindicaciones
l1as8,

b. realizar un tratamiento térmico de adhesion de
la composicion sobre la matriz.

34. Procedimiento segtin la reivindicacién 33,
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donde el recubrimiento de la etapa (a) se lleva a cabo
de forma simultdnea con un proceso de electroestira-
do.

35. Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 33 6 34 donde el tratamiento térmico
de adhesién, cuando la matriz pldstica es un poli-
mero termoestable, es un proceso de curado o post-
curado.

36. Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 33 6 34 donde el tratamiento térmico de
adhesion, cuando la matriz pléstica es un polimero
termopldstico, se realiza a temperaturas en las que el
polimero esta plastificado.

37. Procedimiento segtin cualquiera de las reivin-
dicaciones 33 a 36 que ademds comprende una etapa
de esterilizacion posterior a la etapa (b).

38. Uso del material segiin cualquiera de las rei-
vindicaciones 26 a 32 como implante biocompatible
permanente o reabsorbible.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-7 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-7 SI
Reivindicaciones NO

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 Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200931039

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 FR 1409444 A (COUTURIER, MICHEL) 27.08.1965
D02 US 2006230576 Al (MEINE SHAWN ) 19.10.2006

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 declaracién

Los documentos citados muestran el estado general de la técnica. Asi, la invencion se considera que cumple los requisitos
de novedad y actividad inventiva segin lo dispuesto en los Art. 6.1 y 8.1 LP, Ley 11/1986. A continuacion se comentan los
documentos més cercanos del estado de la técnica.

Reivindicacién independiente.

El documento DO1 divulga (los signos de referencia se refieren al documento DO1) un dispensador de fragancias y
productos desodorizantes que comprende (ver figuras) un cilindro hueco (2) con una camara principal limitada por una
primera pared lateral externa (3) y una pared lateral interna (1b, 2b) y una cadmara secundaria adyacente limitada por la
pared lateral interna (1b, 2b) y una segunda pared lateral externa (4). Ambas camaras estan comunicadas por un Unico
orificio anular concéntrico respecto al eje longitudinal. El dispensador dispone de un segundo orificio anular concéntrico
respecto a su eje longitudinal que separa la camara secundaria con el exterior.

La diferencia esencial entre el documento DO1 y la presente solicitud radica en la disposicién de los orificios de
comunicacion de la cdmara principal con la cAmara secundaria, y de ésta Ultima con el exterior. El efecto técnico asociado a
esta diferencia es un mecanismo de control del flujo de salida del liquido contenido en el interior de la camara principal hacia
el exterior, alternativo al planteado en la presente solicitud. EI mecanismo de control de dispensacion de liquido en el
documento DO1 esta integrado por una esponja o fieltro (4) que se impregna del liquido contenido en la camara principal por
el primer orificio anular y se evapora por el segundo orificio que comunica con la segunda camara con el exterior.

El documento D02 divulga (los signos de referencia se refieren al documento DO02) un dispensador de productos
desinfectantes que comprende (ver péarrafo [0120]; figura 33) una cémara principal (715) adyacente a una camara
secundaria (720) y comunicada con ella por medio de un primer orificio desplazado radialmente y definido por el final de una
pared (700) perpendicular a dichas camaras. La segunda cadmara se comunica con el exterior por al menos un segundo
orificio (750) ubicado en algun punto extremo del dispensador.

La diferencia esencial entre el documento D02 y la presente solicitud radica en la ubicacién del segundo orificio que
comunica la segunda camara con el exterior, de manera que el mecanismo de control de dispensacion del liquido esta
constituido, como en el caso del documento D01 por una esponja (720).

Ninguno de los documentos anteriores muestra una disposicion como se reivindica en las reivindicacion 1. Ademas, no se
considera obvio que un experto en la materia conciba dicha disposicién con las caracteristicas reivindicadas en estas
reivindicaciones. Por lo tanto, la invencion reivindicada en la reivindicacion 1 es nueva e implica actividad inventiva.
Reivindicaciones dependientes.

Las reivindicaciones 2 a 7 son dependientes de la reivindicacion 1 y como ella también cumplen los requisitos respecto a
novedad y actividad inventiva segun los Art. 6.1y 8.1 LP, Ley 11/1986.
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