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DESCRIPCION
Banda de nanofibras biomiméticas y método y dispositivo para fabricar la misma
Campo de la invencion
La invencion se refiere al campo de una banda de nanofibras biomiméticas y al método y dispositivo para fabricarla.
Antecedentes de lainvencion

La matriz extracelular (ECM) es un entorno complejo y dinamico segregado por las células para proporcionar la
estructura de un tejido. Aparte de los proteoglucanos, el principal componente de la ECM es colageno fibrilar que
sirve como marco mecanico, punto de anclaje de las células y proporciona sefiales reguladoras. En un organismo,
se construyen tejidos con una estrategia de abajo arriba, donde las células sintetizan en primer lugar una matriz
extracelular 6ptima que a su vez soporta la proliferacion celular y la organizacién del tejido definido resultante.

Por lo tanto, ser& particularmente Gtil proporcionar a las células una matriz fibrilar artificial definida, de modo que
ellas se organicen en consecuencia en un nuevo tejido, por ejemplo para la reconstruccibn 6sea o el
reemplazamiento de arterias.

El uso de colageno natural se ve obstaculizado por la baja disponibilidad de fuentes alogénicas y la posibilidad de
transferir patdgenos de fuentes xenogénicas. De forma éptima, el soporte mimético sintético deberia proporcionar a
las células una estructura similar a las redes de colageno natural en su organizacion y propiedades.

Las estrategias actuales para fabricar fibras con tamafio comparable a las fibras de colageno incluyen
principalmente autoensamblaje, separacion de fases y electrohilado. Notablemente, aunque las dos primeras
técnicas pueden dar forma a nanofibras poliméricas, tienen un control limitado sobre el didmetro, orientaciones y
continuidad de las fibras.

El electrohilado es el método mas empleado ya que proporciona una formacién continua de fibras en el intervalo de
micrometros a cientos de nandmetros que se revelaron prometedoras para diferentes aplicaciones de ingenieria de
tejidos.

En resumen, el electrohilado consiste en aplicar alta tension entre una solucién polimérica viscosa y un colector. La
solucién polimérica se somete a extrusion a una velocidad de alimentacion definida a través de una boquilla y se
carga eléctricamente. Una vez que esta carga excede la fuerza viscoelastica y la tension superficial del polimero, se
expulsa un chorro de polimero desde la boquilla hacia el colector cargado con carga opuesta. En el transito, se
evapora el disolvente y por tanto se recogen fibras sélidas. Variando los diferentes parametros de preparacion
(concentracion de polimero, caudal o tensién eléctrica) este método permite crear estructuras nanofibrosas de
didmetros y orientacion de fibra definidos que eran prometedoras para diferentes aplicaciones de ingenieria de
tejidos. Murugan R. et al. "Design strategies of tissue engineering scaffolds with controlled fiber orientation"”, Tissue
Eng., 2007.13 (8), pp. 1845-66 y el documento US 6 924 028 exponen meticulosamente el electrohilado. Sin
embargo este método requiere una tensién eléctrica muy alta en el intervalo de decenas de kilovoltios para producir
fibras. Aunque la corriente del campo eléctrico es usualmente baja, un voltaje tan alto puede ser peligroso para el
manipulador. Ademas, el escalado de este procedimiento para aplicaciones industriales pondria de manifiesto que
es problematico.

Otros métodos tales como, por ejemplo, los descritos en los documentos W02006/113791, US 6.315.806,
W02007/121458 y US 6.382.526 utilizan material polimérico moldeado proyectado sobre una superficie o preparado
por una abrupta reduccion de la presion ("hilado rapido") como se describe en los documentos US 1.211.737, US
4.081.226, US 5.032.326. Sin embargo, el uso de polimero moldeado significa que se necesita una temperatura alta.
Con esta restriccion, el método se limita a la banda de nanofibras que comprende solamente un tipo de componente
de nanofibras.

Compendio de lainvencion

Seria ventajoso conseguir un método que sea facil de realizar, sin ninguna constriccion indebida en términos de
seguridad o parametros con el fin de producir una banda de nanofibras de bajo coste y alta calidad.

Para tratar mejor uno o mas problemas, en un primer aspecto de la invenciéon, un método para formar bandas de
nanofibras que comprende las etapas de:

» mezclar material polimérico con un disolvente para obtener una mezcla que tiene una viscosidad superior a un
valor de viscosidad de cizallamiento predeterminado a temperatura ambiente;

« cargar una boquilla de pulverizacién con dicha mezcla;
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» proyectar dicha mezcla a través de dicha boquilla con un chorro de gas, en donde el material polimérico proyectado
se solidifica y forma nanofibras;

* depositar dichas nanofibras sobre una superficie colectora para formar dicha banda de nanofibras.

El uso de una mezcla de polimero/disolvente permite de forma ventajosa la fabricacién de una banda de nanofibras
a temperatura ambiente y sin un campo eléctrico potencialmente peligroso. Ademas, el método consigue un buen
control de la geometria de las nanofibras.

En realizaciones particulares:

» el mencionado valor de viscosidad de cizallamiento predeterminado es igual a 0,068 Pa.s para una tasa de
cizallamiento que aumenta de 0,05 a 9000 s'en60s;

* la viscosidad de cizallamiento de dicha mezcla es superior a 0,1 Pa.s. para una tasa de cizallamiento que aumenta
de 0,052 9000s" en60s;

* la mezcla comprende moléculas bioldgicas activas;

* la boquilla de pulverizacion comprende un canal para dirigir dicha mezcla hacia el exterior, estando dicho canal
parcialmente obstruido por una aguja interior paralela al flujo de la mezcla, difractando dicha aguja el flujo de la
mezcla saliente.

* la boquilla de pulverizacién es de tipo mezcla interna o externa;

* el chorro de gas aspira la mezcla al exterior de la boquilla de pulverizacién;

* la mezcla esta a temperatura ambiente;

* el material polimérico comprende cualquier polimero soluble en disolvente, particularmente un poliéster.

En un segundo aspecto de la invencion, un dispositivo para formar una banda de nanofibras que comprende:

* un recipiente de una mezcla de un material polimérico y un disolvente a temperatura ambiente, teniendo dicha
mezcla una viscosidad de cizallamiento superior a un valor de viscosidad predeterminado, estando conectado el
recipiente a

* una boquilla de pulverizacion alimentada con dicha mezcla;

* una entrada de chorro de gas, conectada a la boquilla de pulverizacién de modo que el chorro de gas proyecta
dicha mezcla a través de dicha boquilla y el material polimérico proyectado se solidifica y forma nanofibras;

* una superficie colectora sobre la que se depositan dichas nanofibras para formar dicha banda de nanofibras.

En una realizacién particular, la superficie colectora estd formada por la superficie de un liquido en el que las
nanofibras no son solubles.

En un tercer aspecto de la invencion, la banda de nanofibras biomiméticas se produce por el método precedente y el
tamafo de malla medio de las nanofibras poliméricas entrelazadas es superior a 10 ym y el diametro medio de las
nanofibras es inferior a 800 nm.

En realizaciones particulares, la banda de nanofibras biomiméticas comprende ademas moléculas bioldgicas activas
entrelazadas entre las nanofibras poliméricas, y las moléculas biolégicas activas pueden estar hechas de fosfato de
calcio.

Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes y aclarados con referencia a la realizacion descrita de aqui
en adelante, donde:

- la Figura 1 es una vista esquematica de un dispositivo para preparar una banda de nanofibras segun una
realizacion de la invencion;

- la Figura 2 es una vista esquematica de un método segun una realizacion de la invencion;

- la Figura 3 es un diagrama de distribucion del diametro de nanofibras cuando se usa el dispositivo de la Figura 1
con dos conjuntos diferentes de parametros;
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- la Figura 4 es un diagrama de la sefial fluorescente en funcién del tiempo para un plastico tratado en cultivo celular
de la técnica anterior y una banda de nanofibras producida por el dispositivo de la Figura 1; y

- la Figura 5 es una vista esquematica de un dispositivo segiin una segunda realizacion de la invencion.

Con respecto a la Figura 1, un recipiente 1 contiene una mezcla 3 de material polimérico y disolvente. La proporcion
de material polimérico y disolvente es tal que la mezcla 3 tiene una viscosidad superior a un valor de viscosidad
predeterminado.

Un tubo 5 conecta el recipiente 1 a una boquilla 7 de manera que la mezcla 3 alimenta la boquilla 7.

La boquilla 7 comprende un tubo 9 conico exterior que tiene un orificio de salida 11. Una aguja 13 cénica central se
puede mover longitudinalmente a lo largo de su eje. Un canal 15 esta definido entre el tubo 9 exterior y la aguja 13.
La mezcla 3 se transfiere hacia el orificio de salida 11 a través del canal 15. El aspecto cénico del tubo 9 exterior y
de la aguja 13 es de tal modo que la aguja 13, al moverse longitudinalmente, se ajusta al tamafio del orificio de
salida 11.

El tamafio del orificio de salida puede estar definido por la distancia d entre la punta de la aguja y el extremo del tubo
exterior, donde d es positivo, por convencion, cuando la cima de la aguja esta en el interior del tubo 9 exterior.

Un tubo 17 conduce un chorro de gas hacia el exterior del orificio de salida 11.
Una superficie colectora 19 esta dispuesta a una distancia D del orificio de salida 11.

Como se ilustra, el tubo 17 y la boquilla 7 forman un angulo agudo de tal modo que el chorro de gas crea una
depresion en el orificio de salida 11.

El chorro de gas es tipicamente aire comprimido a una presion de 3 a 6 bares.

Al crear la depresion, el chorro de gas dirige la mezcla polimérica desde el recipiente 1 a la boquilla 3 donde es
difractada por la aguja 13 y proyectada a la superficie colectora 19.

Después de la proyeccion, el disolvente del polimero se evapora rapidamente y el polimero se recoge como fibras
sin entrelazar sobre la superficie colectora 19.

En el transito, la cohesion de la fase de polimero y la evaporacion de disolvente permite la formacion de fibras lisas,
sin entrelazar que se recogen como capas homogéneas de formas diversas y complejas. Las fibras, de superficie
lisa y que varian desde cientos de nm hasta unos pum, se interconectan mediante entrelazamientos fisicos y
adhesion por contacto y forman una red o banda abierta.

La superficie colectora 19 o es una rejilla metalica estatica para crear capas nanofibrosas o es un huso rotatorio para
formar una estructura tubular sin entrelazar.

Ademas, la capacidad para mover el dispositivo de pulverizacion en cualquier direccién y en cualquier angulo
permitié cubrir objetivos de formas complejas con redes nanofibrosas.

La superficie colectora 19 puede ser también un liquido en el que el polimero no es soluble tal como agua, etanol,
etc. Las fibras nanométricas se depositan por tanto sobre la superficie del liquido y se hunden. Las estructuras
resultantes son mallas abiertas o espumas hechas de fibras de polimero nanométricas.

Una pelicula polimérica densa se puede depositar sobre la superficie colectora por recubrimiento por inmersion
antes o después de aplicar las nanofibras. La membrana resultante esta por tanto compuesta de una pelicula densa
en sandwich por una malla abierta de nanofibras.

Por tanto, el método de formar una banda de nanofibras comprende, Figura 2, las etapas de

* Mezclar, etapa 21, el material polimérico con un disolvente para obtener una mezcla que tiene una viscosidad
superior a un valor de viscosidad predeterminado;

« Cargar, etapa, 23, una boquilla de pulverizacién con la mezcla;

* Proyectar, etapa 25, la mezcla a través de la boquilla con un chorro de gas de tal modo que el material polimérico
proyectado se solidifica y forma nanofibras;

* Depositar, etapa 27, las nanofibras sobre una superficie colectora para formar la banda de nanofibras.
Como ejemplo, se describe a continuacién un experimento detallado.
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Se seleccioné poli(e-carpolactona) (PCL, 80000 g/mol) por su biocompatibilidad y propiedades mecanicas, lenta
velocidad de degradacion y capacidad de sostener una amplia variedad de tipos de células. Se crea la mezcla de
polimero afiadiendo, como disolvente, cloroformo partiendo de una concentracion de 0,06 g de polimero por ml de
disolvente, dando una viscosidad de cizallamiento de alrededor de 0,068 Pa.s. La viscosidad se mide a temperatura
ambiente (25 °C) mediante un viscosimetro plano-cono utilizando una tasa de cizallamiento dindamico que aumenta
de 0,05 a 9000 1/s en 60 segundos.

Después de la pulverizacion, la tension del polimero combinada con la evaporacién de disolvente dio como resultado
fibras soélidas y lisas que varian desde cientos de nandémetros hasta unos micrometros. Estas fibras fueron
interconectadas en una red abierta mediante entrelazamientos fisicos y adhesién por contacto.

Se obtienen resultados similares con respecto a la formacién de nanofibras con diferentes polimeros tales como
acido poli lactico-co-glicélico y acido polilactico. El diametro de las fibras, Figura 3, siguié una distribucién logaritmica
normal caracterizada por una forma simétrica y colas en el extremo de mayor diametro. La anchura de la distribucion
y el diametro medio no estén correlacionados.

En la Figura 3, el diagrama A ilustra la distribucion del didmetro de las fibras obtenidas con una concentracion de
polimero de 1 g/15 ml, una boquilla abierta (d = 1 mm), una presion de aire de 6.10° N/m? (bares) y una distancia D
de 25 cm. El diagrama B ilustra la distribucion del didmetro de las fibras obtenidas con una concentracion de
polimero de 1 g/10 ml, una boquilla casi cerrada (d = -1 mm), una presion de aire de 3 10° N/m? (bares) y una
distancia D de 35 cm.

Para investigar el efecto de los parametros del proceso sobre la distribucién de fibras, se realiz6 un disefio factorial
completo de 2 niveles (24 experimentos aleatorios con 4 puntos centrales al azar). Se consideraron como variables
en el disefio factorial cuatro pardmetros facilmente ajustables: concentracién de polimero (0,06 -0,1 g/ml), abertura
de la boquilla (distancia de la punta de la aguja-boquilla -1 - 1 mm), presion de aire (3 - 6 bares) y distancia de
pulverizacion (25 - 35 cm). Se midieron varios centenares de diametros para cada muestra y se analizaron
estadisticamente con un analisis de varianza. El diametro medio de las fibras (ajustado entre 300 y 600 nm) se
controla por la concentracion de polimero (p=0,0004) y la abertura de la boquilla (p= 0,01 ). En general, el aumento
de las concentraciones de polimero lleva a fibras méas grandes mientras que el aumento de la abertura de la boquilla
produce fibras mas pequefas. La homogeneidad de la poblacion, dada por el espacio de distribucion (intercentil 1 -
99 %), se puede adaptar desde 600 nm (100-700 nm) hasta 1900 nm (100-2000 nm) principalmente aumentando la
distancia de pulverizacion (p=0,04). El efecto de la distancia se puede relacionar con el batido de las fibras de
polimero dentro del flujo de aire que produce una fuerza de extension y alarga las fibras. Las distancias mas largas
de pulverizacion proporcionan mas tiempo para mayores alargamientos y por lo tanto distribuciones mas
homogéneas. Inversamente, el efecto de la concentracion de polimero sobre el didmetro de las fibras se puede ligar
facilmente a la viscosidad de la solucién. De hecho, las soluciones viscosas oponen mas resistencia a las fuerzas de
elongacion. En términos generales, dentro de los limites fijados en el disefio factorial, la pulverizaciéon de polimero
permitié construir nanofibras de diametros medios controlados que varian de 300 a 600 nm. Vale la pena observar
que aunque el electrohilado tedricamente puede producir nanofibras de diametros comparables, raras veces se han
publicado en las publicaciones cientificas. Las fibras electrohiladas parece que estan en su mayoria por encima de la
escala de micrometros. La técnica de pulverizacion descrita podria producir también fibras con un didmetro medio de
800 nm y 1,1 ym aumentando la concentracion de las soluciones de polimero respectivamente a 0,12 y 0,15 g/ml.

Para investigar la respuesta celular a las fibras que imitan estrechamente al coldgeno (aproximadamente 500 nm),
las células estromales mesenquimales humanas (hMSC, 5.105) aisladas del aspirado medular de una mujer joven
se extendieron en placas sobre la parte superior de capas nanofibrosas y se cultivaron estaticamente. Como una
indicacion de que las estructuras nanofibrosas han sido reconocidas, las células unidas, adquirieron un fenotipo
fibroblastico en unas horas y se extendieron para cubrir la superficie. Las fibras entrelazadas dentro de los soportes
no obstruyeron la invasion celular, que alcanzé 500 a 600 um después de 21 dias de cultivo. La penetracion celular
es un parametro esencial para obtener un tejido funcional. A diferencia de las estructuras electrohiladas que muy a
menudo dan como resultado una monocapa de células sobre su superficie cuando se cultivan, las nanofibras
extendidas estaticamente se infiltraron de modo eficiente.

Se examiné la proliferacion celular dentro de las estructuras y se comparo, Figura 3, con el plastico tratado en
cultivo. La linea sencilla muestra la intensidad de la sefial fluorescente de una banda de nanofibras y la linea de
puntos muestra lo mismo para el plastico en funcién del tiempo. La red nanofibrilar sintética sostuvo la proliferacién
de hMSCs, lo que da a entender que las células penetraron en el interior de las estructuras nanofibrosas
parcialmente por division celular. En adicién a la proliferacién y migracion dentro de las estructuras producidas por
pulverizacién, las hBMCs remodelaron su entorno local produciendo colageno 1, como se prueba por tincion
inmunohistoquimica. Las nanofibras producidas por pulverizacién proporcionaron por tanto un modelo apropiado
para la formacion de tejido como la banda de microfibras formada por estas nanofibras entrelazadas con un tamafio
medio de malla superior a 10 ym. Con este tamafo, las células mesenquimales humanas, tales como los
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fibroblastos, que tienen un tamafio seccional comprendido entre 5 y 10 ym pueden migrar hacia el interior de la
banda.

La capacidad de las matrices nanofibrilares para sostener la diferenciacién osteogénica de las hMSCs se investigo
en un medio osteogénico (beta-glicerofosfato 10 mM (milimoles / litro), acido ascoérbico-2-fosfato 0,2 mM y
dexametasona 10-8 M). Las células expresaron actividad de fosfatasa alcalina después de 11 dias y se observé una
calcificacion significativa de la matriz después de 21 dias, demostrando diferenciacion osteoblastica de las células
estromales dentro de las matrices nanofibrilares. La tincién inmunohistoquimica revelé la produccién de marcadores
osteoblasticos (sialo-proteina ésea y osteopontina). AUn mas interesante para la regeneracion e ingenieria ésea, la
matriz nanofibrilar sostuvo la formaciéon de micro-cristales que se parecen a la apatita, tanto entre las nanofibras
como sobre ellas. Los cristales estaban efectivamente compuestos de calcio y fésforo, como apatita ésea. Estos
hallazgos sugieren que las células reconaocieron las estructuras producidas por pulverizacion como un modelo de
tres dimensiones adecuado para producir sus propias ECM colagenosas que ellas mineralizaron in vitro.

La Figura 5 ilustra otra realizacion del dispositivo de pulverizacion. Caracteristicas similares estan identificadas con
los mismos numeros. La principal diferencia esta4 en la construccion de la boquilla en la que el chorro de gas se
introduce por una entrada de gas 31 en el canal 15 de la boquilla de forma que la mezcla polimérica y el gas se
mezclan alli antes de ser expulsados a través del orificio de salida 11.

En términos generales, se puede usar cualquier tipo de boquilla de pulverizacion ya sea de tipo de mezcla externa,
esto es, el gas y la mezcla se mezclan en el exterior de la boquilla, o ya sea de tipo de mezcla interna, esto es, el
gas y la mezcla se mezclan en el interior de la boquilla (véase el articulo "Spray Nozzle" en Wikipedia). Basandose
en las ensefianzas descritas en este documento, los expertos en la técnica son capaces de definir los parametros
para obtener la banda de nanofibras con las caracteristicas deseadas.

Una caracteristica particularmente (til del dispositivo y método descritos es que la viscosidad de la solucion
polimérica se obtiene mezclandola en un disolvente y no por calentamiento de la solucién. Por lo tanto, es posible
afadir algunas moléculas biolégicas activas, disueltas en solucién acuosa formando una microemulsion, con la
mezcla de polimero y disolvente, siendo de otra forma, destruidas algunas de ellas por la temperatura de fusion. Por
ejemplo, se pueden incorporar a las estructuras nanofibrilares factores de crecimiento tales como proteinas
morfogenéticas Oseas, factor de crecimiento de fibroblastos basico, factor de crecimiento de transformacion,
hormona de crecimiento o glucocorticoides como dexametasona. Con el fin de evitar infecciones post-quirirgicas,
puede ser deseable incorporar antibidticos en las fibras poliméricas nanométricas.

El método y los dispositivos descritos producen peliculas o membranas hechas de fibras nanométricas de cualquier
polimero. El disolvente orgénico es preferiblemente cloroformo, diclorometano, y metanol. Generalmente se elige un
polimero que sea biodegradable en el cuerpo humano y estd compuesto de poli(a-hidroxi ésteres), poli(e-
caprolactona), poli(dioxanona), poli(orto ésteres), polilamida ésteres), poli(anhidridos) o ésteres de polivinilo. Sin
embargo, para algunas aplicaciones médicas, el polimero también puede ser no degradable o mezclas con diversos
grados de biodegradacion, como (poli(tetrafluoroetileno), poli(etileno), poli(etilenglicol), 6xido de polipropileno).

Las peliculas o membranas producidas por el método descrito aqui estdn compuestas de fibras de polimeros
nanométricas. El espesor de la membrana polimérica puede variar entre 0,05 a 100 mm. Dependiendo de la
porosidad y/o de la interconexién de las fibras nanométricas, la malla resultante puede permitir la infiltracién en
fluidos corporales, la colonizacién de las células y tejidos en crecimiento asi como la vascularizacién. Las
membranas sintéticas producidas por el método y dispositivo descritos se utilizan en la regeneracion guiada de
tejido. En cirugia dental, se pueden preparar membranas de un compuesto de polimero-fosfato de calcio utilizando
dos dispositivos operados simultdneamente. Un dispositivo de pulverizacion se utiliza para depositar fibras
nanométricas de polimero biodegradable en una pelicula mientras que otro dispositivo pulveriza un polvo de fosfato
de calcio sobre la banda de nanofibras. Los dos compuestos se pueden pulverizar simultaneamente en el mismo
dispositivo utilizando una emulsiéon de disolvente organico y agua. La solucién acuosa puede contener sales de
calcio y fosfato que podrian precipitar sobre la malla de fibras nanométricas. Los compuestos de fosfato de calcio
son bioactivos y osteoconductores guiando de este modo la regeneracion 6sea a la vez que la membrana polimérica
previene la fibrosis y el tejido gingival en crecimiento en el hueso alveolar. Tales membranas de compuesto sintético
se pueden usar también para aumento del hueso, elevacion de la cresta, elevacion sinusal, etc. antes de los
implantes dentales. En estas aplicaciones, las membranas son suturables y moldeables. Estas membranas
sintéticas son superiores a las membranas de colageno o a otras membranas animales o humanas derivadas
utilizadas actualmente ya que no transfieren enfermedades ni reacciones adversas inmunolégicas, y se controlan
facilmente sus propiedades mecénicas y su degradabilidad en el cuerpo.

Las membranas sintéticas también son utilizables para cirugia gastrointestinal. Tales membranas pueden prevenir o
tratar adherencias postquirdrgicas, pueden ser usadas para cerrar la membrana peritoneal o para tratar una hernia
inguinal. Como se ha indicado previamente, la degradabilidad en el cuerpo humano y las propiedades mecanicas de
dichas membranas pueden ser ajustadas por la naturaleza quimica del polimero elegido y por el espesor de las

6
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membranas. Es posible también depositar dos, o mas, polimeros simultdneamente con diferentes propiedades
mecanicas y velocidades de biodegradacién utilizando simultdneamente un dispositivo de pulverizacion por polimero
a mezclar o preparando una mezcla que contiene los diferentes polimeros en la proporcion deseada para
pulverizacion.

Otra aplicacion médica importante de las bandas de polimeros nanométricos biomiméticos es la cirugia
cardiovascular. De hecho, los injertos vasculares artificiales con diametro inferior a 5 mm no estan disponibles
porque la mayoria de los tubos de polimero estan expuestos a coagulacién de la sangre y trombosis. Es posible
utilizando la presente invencién producir tubos de polimero de pequefio diametro que pueden ser colonizados por las
células del musculo liso y las células endoteliales asegurando de este modo un vaso sanguineo artificial apropiado y
funcional. Estos dispositivos implantables se suturan y se pueden usar para reemplazar las arterias coronarias en
parte o totalmente. Los tubos producidos por el presente método pueden encontrar también aplicaciones en el
campo de la cirugia neural y medular como guias para los nervios. Se pueden usar también para tratar la
incontinencia como sustitutos de la uretra y conductos anales. También se pueden producir dispositivos para la
reconstruccién de la laringe y el eséfago después de cirugia oncoldgica o tratamientos de radioterapia utilizando el
método y dispositivo descritos.

Una de las ventajas particulares de los dispositivos compuestos de fibras de polimero nanométricas es que las
células se pegan, proliferan y se diferencian sobre estas estructuras biomiméticas. Las células producen una
abundante matriz extracelular mientras que otras células tales como los macréfagos degradan el polimero
nanofibrilar. El dispositivo sintético sirve como un soporte para reparacion y regeneracion del tejido y es a la larga
reemplazado por un tejido bioldgico funcional y normal.

Aunqgue la invencién ha sido ilustrada y descrita en detalle en los dibujos y en la descripcién anterior, dicha
ilustracién y descripciéon se deben considerar como ilustrativas o a modo de ejemplo pero no restrictivas; la invencion
no se limita a la realizacién descrita.

Los expertos en la técnica que practiquen la invencién reivindicada, pueden entender y llevar a cabo otras
variaciones a las realizaciones descritas, a partir de un estudio de los dibujos, la descripcion y las reivindicaciones
adjuntas. En las reivindicaciones, la expresion "que comprende” no excluye otros elementos y el articulo indefinido
"un" o "una" no excluye una pluralidad.
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REIVINDICACIONES
1. Método para formar una banda de nanofibras que comprende las etapas de:

- mezclar (21) material polimérico con un disolvente para obtener una mezcla liquida que tiene una viscosidad
superior a un valor de viscosidad de cizallamiento predeterminado a temperatura ambiente;

- cargar (23) una boquilla de pulverizacion con dicha mezcla;

- proyectar (25) dicha mezcla a través de dicha boquilla con un chorro de gas, en donde el material polimérico
proyectado se solidifica y forma nanofibras;

- depositar (27) dichas nanofibras sobre una superficie colectora para formar dicha banda de nanofibras.

2. Método segun la reivindicacion 1, en donde dicho valor de viscosidad de cizallamiento predeterminado es igual a
0,068 Pa.s para una tasa de cizallamiento que aumenta de 0,05 a 9000 sten60s.

3. Método segun la reivindicacion 2, en donde la viscosidad de cizallamiento de dicha mezcla es superior a 0,1 Pa.s
para una tasa de cizallamiento que aumenta de 0,05 a 9000 s'en60s.

4. Método segun la reivindicacion 1, en donde dicha mezcla comprende moléculas biolégicas activas.

5. Método segun la reivindicacion 1, en donde dicha boquilla de pulverizacién comprende un canal para dirigir dicha
mezcla hacia el exterior, estando dicho canal parcialmente obstruido por una aguja interior paralela al flujo de la
mezcla, difractando dicha aguja el flujo de la mezcla saliente.

6. Método segun la reivindicacién 5, en donde la boquilla de pulverizacion es de tipo mezcla interna.
7. Método segun la reivindicacion 5, en donde la boquilla de pulverizacion es de tipo mezcla externa.

8. Método segun la reivindicacién 7, en donde el chorro de gas aspira la mezcla al exterior de la boquilla de
pulverizacion.

9. Método segun la reivindicacion 1, en donde el material polimérico comprende cualquier polimero soluble en
disolvente, particularmente un poliéster.

10. Dispositivo para formar una banda de nanofibras que comprende:

- un recipiente (1) de una mezcla de un material polimérico y un disolvente a temperatura ambiente, teniendo dicha
mezcla una viscosidad de cizallamiento superior a un valor de viscosidad predeterminado, estando conectado el
recipiente a:

- una boquilla de pulverizacion (7) alimentada con dicha mezcla;

- una entrada de chorro de gas (17), conectada a la boquilla de pulverizacién de modo que el chorro de gas proyecta
dicha mezcla a través de dicha boquilla y el material polimérico proyectado se solidifica y forma nanofibras;

- una superficie colectora (19) sobre la que se depositan dichas nanofibras para formar dicha banda de nanofibras.

11. Dispositivo segun la reivindicacion 10, en donde la superficie colectora (19) esta formada por la superficie de un
liquido en el que las nanofibras no son solubles.

12. Banda de nanofibras biomiméticas producida por el método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en donde el tamafio medio de malla de las nanofibras poliméricas entrelazadas es superior a 10 um y el diametro
medio de dichas nanofibras es inferior a 800 nm.

13. Banda de nanofibras biomiméticas segun la reivindicacion 12, que comprende ademas moléculas biologicas
activas entrelazadas entre las nanofibras poliméricas.

14. Banda de nanofibras biomiméticas segun la reivindicacion 13, en donde las moléculas bioldgicas activas estan
hechas de fosfato de calcio.
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