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DESCRIPCION

Nanoparticulas que comprenden una proteina hidréfoba vegetal y un disolvente organico no volatil miscible en agua
y usos de las mismas

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un sistema de administracion nanoparticulado biocompatible que comprende
nanoparticulas a base de proteinas hidréfobas vegetales, particularmente zeina, y disolventes organicos no volatiles
miscibles en agua que tienen alta capacidad de bioadhesiéon a la mucosa. La invencion también se refiere a un
método de autoensamblaje in situ que permite la formacion espontanea de dichas nanoparticulas y a los usos y
aplicaciones de las mismas.

Antecedentes de la invencion

Se han usado frecuentemente sistemas nanoparticulados o microparticulados biodegradables (sistemas particulados
poliméricos: PPS) construidos con polimeros biocompatibles, biodegradables y no téxicos como vehiculos de
administracion de liberacion controlada en muchas industrias [1-6]. Existe una amplia variedad de polimeros que se
han aplicado para obtener nanosistemas, microsistemas, peliculas o implantes, por ejemplo poliésteres,
polianhidridos, proteinas y polisacaridos, etc. [7-14].

Uno de los aspectos mas relevantes relacionados con la produccion de sistemas particulados poliméricos (PPS) es
la complejidad de los procedimientos de ampliacion a escala industrial, que se ha considerado un factor importante y
critico para la comercializacién de estos sistemas. Se han desarrollado muchas técnicas para preparar PPS para la
administracion de farmacos tales como técnicas de emulsificacién o evaporacion de disolvente que implican el uso
de disolventes volatiles toxicos organicos (por ejemplo, diclorometano, acetato de etilo, cloroformo, acetona, etanol
etc.), y la aplicacién de dispositivos complejos especiales tales como homogeneizadores de alta cizalladura,
tecnologia de fluido supercritico o secadores por pulverizacion. La implementacion de dichas técnicas en la
produccion a gran escala todavia constituye un reto, ya que requiere etapas definidas que incluyen la viabilidad del
procedimiento, la optimizacion de la formulacién, la optimizacion del procedimiento, la ampliacion a escala y la
validacion con el fin de desarrollar productos de calidad y proporcionar un enfoque racional para las etapas de
produccion, incluyendo la concentracion del farmaco y la concentracion del polimero, las operaciones de
procesamiento, el tamafio de particula, la estabilidad del farmaco o la eficacia de atrapamiento. Ademas, para
desarrollar sistemas de administracién comestibles adecuados para aplicaciones alimentarias, las normas requieren
que los disolventes y los componentes o bien se reconozcan en general como seguros o bien se enumeren por la
Food and Drug Administration como coadyuvantes de elaboracion.

La zeina es una proteina vegetal aislada del maiz que pertenece a una familia de prolaminas que estan compuestas
por altas cantidades de aminoacidos hidréfobos, tales como prolina, glutamina y asparagina. La zeina es una
proteina vegetal transparente, inodora, no tdxica, biodegradable e insoluble en agua. La zeina se ha investigado y
usado como polimero en las industrias farmacéutica, médica, alimentaria, cosmética, adhesiva y de empaquetado
[15].

En las industrias alimentaria y farmacéutica, la zeina se ha usado, por ejemplo, para recubrir con pelicula materiales
[16-17] y para formar PPS para estrategias de administracion de farmacos tales como administracion de farmacos
mediante implante de liberacién sostenida a base de nanoparticulas [18-20], microparticulas [21-26] o polimeros
[27]. Se han propuesto diversos métodos para obtener particulas de zeina. La mayoria de los métodos aplicados
para preparar los sistemas particulados se basan en el uso de mezclas de disolventes organicos volatiles-
disoluciones acuosas tales como sistemas de etanol o acetona-agua para disolver la zeina. Entonces, se afade la
disolucion de zeina a otro disolvente miscible para precipitar la zeina (método de evaporacion-desplazamiento de
disolvente) que forma particulas coloidales. En este contexto, se prepararon nanoparticulas mediante la adicion de
una disolucion madre de zeina disuelta en etanol al 85% a agua desionizada [28]. De manera similar, se prepararon
nanoparticulas de zeina cargadas con 5-fluorouracilo para transporte dirigido al higado, disolviendo tanto el 5-
fluorouracilo como la zeina en etanol al 70% (p/p) con la ayuda de fuerza ultrasoénica. La disolucion resultante se
afiadié inmediatamente a agua destilada [29]. De manera similar, se prepararon nanocapsulas que contenian aceite
volatil a partir de disolucion de zeina en etanol al 85% dispersadas con mezclado a alta velocidad en 40 ml de agua
que contenia un 0,01% de fluido de silicona [20]. Se aplicd un procedimiento de anti-disolvente supercritico para
sintetizar micro- y nanoparticulas de zeina para sistemas de administracién comestibles de compuestos bioactivos
[30].

La patente estadounidense 5.324.351 da a conocer una mezcla de disolventes para disolver zeina que comprende
agua y, desde aproximadamente el 60 hasta aproximadamente el 90 por ciento, de un disolvente organico volatil
seleccionado del grupo que consiste en etanol, acetona y mezclas de los mismos. Entonces se precipita la zeina
vertiendo dicha disoluciéon de zeina como corriente en una fase acuosa con mezclado continuo, de manera que la
zeina precipita como particulas finas en una dispersion coloidal y finalmente se elimina el disolvente organico para
obtener una dispersién acuosa que comprende desde aproximadamente el 0,1 hasta aproximadamente el 10 por
ciento p/v de zeina [31].
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La patente estadounidense 8.669.225 da a conocer un método de produccion de nanoparticulas no inmunogénicas
que comprenden una proteina hidréfoba insoluble en agua tal como zeina, disolviendo dicha proteina en un
disolvente hidroalcohdlico (una mezcla de etanol y agua) para proporcionar una primera disolucion en fase acuosa.
Entonces, se afiade un agente de tamponamiento a la primera disolucién en fase acuosa en presencia de un
tensioactivo y un fosfolipido para producir una segunda disolucién en fase acuosa que tiene un pH de entre
aproximadamente pH 6,8 y aproximadamente pH 7,4. Tras esto, dicha segunda disoluciéon en fase acuosa se
procesa para efectuar una reduccién en el tamafio de diametro de las particulas dentro de la disolucién mediante
cizalladura ultrasénica, homogenizacion a alta presion o una combinacién de los mismos, y finalmente se evapora el
disolvente residual para producir nanoparticulas que tienen un tamafio de didmetro menor que aproximadamente
400 nm. Dicho método también requiere la aplicacion de energia ultrasonica constante y una técnica de evaporacion
para eliminar el disolvente volatil etanol.

En todos los casos, el principal inconveniente de los métodos mencionados anteriormente para obtener
nanoparticulas de zeina es la necesidad de aplicar algunas técnicas para eliminar el disolvente organico volatil, tales
como evaporacioén a presion reducida, liofilizacién o secado por pulverizacion.

Por tanto, es necesario desarrollar un método de autoensamblaje in situ sencillo que permita la formacion
espontanea de nanoparticulas construidas con proteinas hidréfobas vegetales biocompatibles y biodegradables,
particularmente zeina, evitando dicho método el uso de disolventes organicos volatiles o técnicas complejas tales
como homogenizacion a alta cizalladura, tecnologia de fluido supercritico o secadores por pulverizacion y
permitiendo la encapsulacion eficaz de las moléculas en nanoparticulas catiénicas o anidnicas a gran escala.

Sumario de la invenciéon

Se ha encontrado sorprendentemente que mezclando un disolvente organico no volatil miscible en agua aceptado
de calidad farmacéutica, cosmética o alimentaria, tal como un poliol (por ejemplo, propilenglicol) o una mezcla de
disolventes de dicho disolvente organico no volatil miscible en agua y otro disolvente organico no volatil miscible en
agua tal como glicerol o poliéster (Labrasol®: polioxiglicéridos o macrogolglicéridos) que contiene una proteina
hidréfoba vegetal, particularmente zeina, con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal tal como una disolucién
acuosa que actia como no disolvente de zeina, opcionalmente en presencia de excipientes, permite la formacion
espontanea de nanoparticulas con un tamafio pequefio muy homogéneo (de aproximadamente 120-500 nm) y alto
rendimiento de nanoparticulas (de aproximadamente el 98%). Los ejemplos muestran nanoesferas de matriz vacia
(ejemplos 1 y 2), nanoesferas de matriz cargada (ejemplos 3-8) y nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza
cargadas (ejemplos 9-10) segun la invencion que muestran dichas caracteristicas fisicoquimicas.

Este método permite obtener nanoparticulas con alta eficacia de encapsulacién tanto de moléculas hidréfilas
grandes como pequefias (BSA, rodamina B, clorhexidina, etc.) asi como de moléculas hidréfobas (curcumina, sonda
fluorescente lipdfila, etc.) sin necesidad de disolventes organicos volatiles adicionales (por ejemplo, acetona,
isopropanol, etanol) o codisolventes (por ejemplo, CD) que habitualmente se aplican para obtener nanosistemas de
zeina. Especificamente, el ejemplo 3 muestra que las nanoparticulas obtenidas mediante el método de
autoensamblaje in situ de la invencion tienen una eficacia de encapsulacion de moléculas hidréfilas grandes tales
como proteinas que es 1,5 veces superior que las nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional usando
disolventes volatiles. El ejemplo 4 también muestra que la eficacia de encapsulacion para moléculas hidrofilas
pequefias tales como rodamina B es superior en las nanoparticulas segun la invencién en comparacion con las
nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional.

Pueden obtenerse nanoparticulas similares a partir de sistemas de disolventes binarios para zeina (véase el ejemplo
2). El uso de mezclas binarias de disolventes organicos no volatiles miscibles en agua que son materiales
enumerados de calidad alimentaria no toxicos, las convierte en atractivas para la incorporacién de diferentes tipos de
moléculas para la encapsulacion adicional en zeina para diferentes industrias y aplicaciones.

Ademas, el método de fabricacion de esta invencion también permite formar nanoparticulas (ZSNP) y nanocapsulas
(ZSNC) catiénicas autoensambladas in situ en un fluido corporal una vez que la disolucién, suspensién o emulsion
que contiene zeina en un disolvente organico no volatil miscible en agua y un producto de interés (POI) se mezcla
con dicho fluido; por consiguiente, pueden formarse espontaneamente in situ nanoparticulas cargadas con POI en
contacto con el fluido corporal (un medio acuoso).

Por otra parte, esta invencién permite obtener PPS anidnicos a base de zeina recubriendo satisfactoriamente las
nanoparticulas con polianiones. El ejemplo 1 muestra nanoesferas de matriz vacia recubiertas o acomplejadas con
goma arabiga para producir nanoparticulas aniénicas que tienen un alto rendimiento. Los ejemplos 9 y 10 muestran
nanocapsulas de nucleo-corteza cargadas con un aceite esencial que estan recubiertas o contienen goma arabiga y
que tienen una eficacia de encapsulacion del 75-84%.

Otra ventaja importante de este método se refiere a la simplicidad del procedimiento para la fabricacion de
nanoparticulas, puesto que el método de esta invencion facilita la produccidn a escala industrial sin el uso de ningun
aparato especial, homogeneizadores de alta cizalladura, técnicas de sonicacion o evaporacion de disolventes
organicos volatiles tales como etanol o acetona. Las nanoparticulas obtenidas pueden incorporarse facilmente en
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muchas formas farmacéuticas tales como disoluciones, suspensiones, geles y formas semisdlidas o sélidas que se
usan ampliamente en la industria cosmética, farmacéutica, agricola o alimentaria. En este contexto, se ha observado
que el procedimiento de ampliacion a escala del método de fabricacion de esta invencion, los ajustes desde 1 | hasta
50 | no afectaron a las propiedades fisicoquimicas de los nanosistemas de zeina obtenidos tal como se muestra en
el ejemplo 1.

Ademas, debido a las diferentes caracteristicas de matriz de las nanoparticulas de la invencién, dichas
nanoparticulas muestran un aumento en la liberacién de las moléculas hidréfilas encapsuladas en comparacion con
las nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional, tanto cuando se usa fluido intestinal simulado como
fluido salivar simulado, tal como se muestra en los ejemplos 4 y 8, respectivamente. De manera especifica, las
nanoparticulas de la invenciéon aumentan la liberacién de moléculas hidréfilas encapsuladas en aproximadamente
1,4 y 2 veces en comparacion con las nanoparticulas obtenidas mediante métodos tradicionales.

Ademas, las nanoparticulas de la invencién muestran una alta afinidad bioadhesiva por superficies en un modelo de
mucosa bucal porcina superior a la observada para otras nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional
usando disolventes organicos volatiles. Dicha bioadhesiéon garantiza un aumento eficaz de la liberacion controlada
de un producto de interés. Especificamente, el ejemplo 8 muestra que la capacidad bioadhesiva de las diferentes
formulaciones de nanoparticulas de la invencidon es aproximadamente 2-4 veces superior que la capacidad
bioadhesiva de las nanoparticulas preparadas mediante métodos tradicionales usando etanol.

En resumen, las nanoparticulas de zeina obtenidas mediante la técnica de autoensamblaje espontaneo in situ de la
invencion muestran, entre otras, las siguientes propiedades: (i) distribucion de tamafio homogénea a pequeia y gran
escala; (i) el uso de disolventes organicos no volatiles tales como propilenglicol, permite la formacion de
nanoesferas de matriz y nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza que contienen aceite sin necesidad de
evaporacion de disolventes organicos volatiles; (iii) alta eficacia para encapsular moléculas hidrdéfilas, hidréfobas y
aceites sin necesidad de codisolventes o agentes complejantes; (iv) este método de fabricacion de nanoparticulas
también permite formar nanoparticulas autoensambladas in situ (ZSNP) en un fluido corporal una vez que la
disolucién que contiene zeina en un disolvente organico no volatil miscible en agua y un producto de interés (POI) se
mezcla con dicho fluido (es decir, mediante administracion subcutanea, por inyeccion u oral); (v) afinidad
bioadhesiva superior a superficies de la mucosa en comparacién con las nanoparticulas de zeina preparadas
mediante un método tradicional, (vi) alta facilidad para incorporarse en muchas formas farmacéuticas, por ejemplo,
liquidas, solidas o semisdlidas, tales como suspensiones, geles, etc., y (vii) liberacion superior del producto
encapsulado en fluidos biolégicos en comparacion con las nanoparticulas de zeina preparadas mediante un método
tradicional. Todas las propiedades mencionadas anteriormente favorecen el uso de dichas nanoparticulas en
diferentes campos, tales como en los campos agricola, alimentario, etc., especialmente en los campos cosmético y
farmacéutico, como sistemas de administracion de liberacion controlada a diferentes superficies incluyendo, entre
otros, el cabello, la piel, etc., o su administracion mediante las vias bucal, nasal, oral, rectal, vaginal, transdérmica o
parenteral, entre otras.

Por tanto, un objeto de la presente invencién es la produccion y usos de nanoparticulas a base de una proteina
hidréfoba vegetal y un disolvente organico no volatil miscible en agua.

Asi, en un primer aspecto, la invencion se refiere a una nanoparticula seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera de matriz, comprendiendo dicha nanoesfera de matriz una matriz, comprendiendo dicha matriz
una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua; y

b) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza, comprendiendo dicha nanocapsula vesicular de nucleo-corteza un
nacleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una proteina hidrofoba vegetal y al menos un disolvente
organico no volatil miscible en agua, en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el
disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes
primarios y/o secundarios.

En un segundo aspecto, la invencioén se refiere a un procedimiento para producir una nanoparticula en el que dicha
nanoparticula es una nanoesfera de matriz que comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina
hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, comprendiendo dicho procedimiento
poner en contacto una disolucién de la proteina hidréfoba vegetal en al menos un disolvente organico no volatil
miscible en agua con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal con el fin de formar dicha nanoparticula y en el
que la disoluciéon de la proteina hidréfoba vegetal no comprende un disolvente organico volatil, en el que la proteina
hidréfoba vegetal es una prolamina, y en el que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o
una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoparticula seleccionada del
grupo que consiste en:

(a) una nanoesfera de matriz que comprende un producto de interés, comprendiendo dicha nanoesfera de
matriz una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina hidroéfoba vegetal y al menos un disolvente
organico no volatil miscible en agua; y
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(b) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza que comprende un producto de interés, comprendiendo dicha
nanocapsula vesicular de nucleo-corteza un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una
proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,

comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto una disolucién, suspension o emulsiéon que comprende la
proteina hidréfoba vegetal y el producto de interés en al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua
con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal tal como un medio acuoso con el fin de formar dicha
nanoparticula y

en el que la disolucién, suspensiéon o emulsion que comprende la proteina hidréfoba vegetal y el producto de interés
no comprenden un disolvente organico volatil y en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en el que
el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes
primarios y/o secundarios.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a una disolucion que contiene una proteina hidréfoba vegetal en un
medio, comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente,
un medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para
formar nanoparticulas, en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta
comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v) con la condicion de que cuando la proteina hidréfoba vegetal es gliadina,
entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor que 0,1%, en la que la proteina hidréfoba vegetal es
una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de
propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a una disolucién, suspension o emulsién que contiene una proteina
hidréfoba vegetal y un producto de interés disuelto, suspendido o emulsionado en un medio, comprendiendo dicho
medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente, un tensioactivo, v,
opcionalmente, un medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de
medio acuoso para formar nanoparticulas, en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no
volatil miscible en agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba
vegetal esta comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y
en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros
disolventes primarios y/o secundarios.

En un sexto aspecto, la invencion se refiere a una suspension de nanoparticulas segun la invencion en un medio,
comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y un no disolvente de
proteina hidréfoba vegetal tal como un medio acuoso, y no comprendiendo un disolvente organico volatil, en la que
la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es
propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

En un séptimo aspecto, la invencién se refiere a una composicion que comprende dos elementos:

a) un primer elemento seleccionado del grupo que consiste en (i) al menos una nanoparticula segun el primer
aspecto de la invencion; (ii) una disolucion segun el cuarto aspecto de la invencion; (iii) una disolucion,
suspension o emulsién segun el quinto aspecto de la invencion; y (iv) una suspension segun el sexto
aspecto de la invencion, y

b) un segundo elemento que consiste en un vehiculo.

En un octavo aspecto, la invencidon se refiere a un producto alimenticio que comprende una nanoparticula
proporcionada por esta invencion.

En un noveno aspecto, la invencion se refiere a una nanoparticula segun la invencion en la que el producto de
interés es el farmaco antimicrobiano clorhexidina para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una infeccion
corporal externa o bucal.

En un décimo aspecto, la invencién se refiere al uso de una nanoparticula de la invencion, en el que el producto de
interés es un aceite seleccionado de aceite de higado de bacalao y acido linolénico, como complemento dietético.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Fotografia de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP-10) obtenidas mediante microscopia
electrénica de transmision (MET).

Figura 2. Solubilidad de zeina en mezclas binarias de diferentes disolventes con propilenglicol (PG) como disolvente
primario. El intervalo de punto final (representado por el punto de partida del % de aumento de turbidez con respecto
a un aumento del 100%) indica el porcentaje de disolvente (v/v) en PG al que comienza a precipitar la zeina hasta
lograr una precipitacion de zeina total que se representa por el 100% de cambio de turbidez (punto en el que no
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puede producirse precipitacion). Las flechas indican, como ejemplo, el porcentaje (v/v) de Tween® 80 en la
disolucién de PG que contiene zeina al que comenzd la precipitacion de zeina hasta lograr la precipitacion completa.

Figura 3. Porcentaje acumulativo de rodamina B (RB) liberada a partir de las formulaciones de nanoparticula, tras la
incubacién de nanoparticulas de zeina autoensambladas con RB preparadas a partir de disolventes de zeina
diferentes incluyendo propilenglicol (RB-ZSNP-PG), mezcla de propilenglicol:glicerol (RB-ZSNP-PG:G) y mezcla de
propilenglicol:Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut); y nanoparticulas de zeina con RB preparadas mediante el método
tradicional (RB-NP tradicionales) en fluido gastrico simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF) durante
diferentes intervalos de tiempo.

Figura 4. Porcentaje acumulativo de rodamina B (RB) liberada a partir de las formulaciones de nanoparticulas tras la
incubacién de nanoparticulas de zeina autoensambladas con RB preparadas a partir de disolventes de zeina
diferentes incluyendo propilenglicol (RB-ZSNP-PG), mezcla de propilenglicol:glicerol (RB-ZSNP-PG:G) y mezcla de
propilenglicol:Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut); y nanoparticulas de zeina con RB preparadas mediante el método
tradicional (RB-NP tradicionales) en fluido salivar simulado.

Figura 5. Ensayo de la cantidad adherida (mg/cm?) de formulaciones de nanoparticulas en tejido de mucosa bucal
porcino en diferentes tiempos. Las formulaciones de nanoparticulas de zeina autoensambladas con RB marcadas de
manera fluorescente se prepararon a partir de disolventes de zeina diferentes incluyendo propilenglicol solo (RB-
ZSNP-PG), mezcla de propilenglicol:glicerol (RB-ZSNP-PG:G) y mezcla de propilenglicol:Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-
PG:Lut), y las nanoparticulas de zeina marcadas de manera fluorescente convencionales (RB-ZNP-T) preparadas
mediante el método de evaporacion de disolvente tradicional. Cada valor se representd mediante la media (n=3; en
todos los casos, la DE fue inferior al 20% de la media).

Figura 6. Eficacias de encapsulacion de diferentes aceites esenciales en nanoparticulas de zeina autoensambladas
(ZSNC) y en formulaciones control preparadas a partir de las mismas disoluciones de propilenglicol (PG) y aceites
sin zeina. Los controles P, T, C y E son controles de aceite de Mentha piperita, tomillo, canela y eugenoal,
respectivamente.

Figura 7. Fotografias de las muestras 1, 4, 7 y 10 seleccionadas de la tabla 11 como ejemplos ilustrativos y
obtenidas mediante microscopia Optica.

Figura 8. Fotografias de nanoparticulas de zeina autoensambladas cationicas (ZSNC-L1) y microparticulas de zeina
autoensambladas cationicas (ZSMC-L1) cargadas con aceite de limén obtenidas mediante microscopia 6ptica.

Figura 9. Microscopia electrénica de transmision (MET) para nanoparticulas de zeina autoensambladas cationicas
cargadas con aceite de limén (ZSNC-L1).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona nanoparticulas cationicas y anidnicas, especificamente nanoesferas de matriz y
nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza, obtenidas mediante una tecnologia de autoensamblaje a base de una
proteina hidréfoba vegetal, particularmente zeina, y un disolvente organico no volatil miscible en agua. La presente
invencion también proporciona métodos para producir dichas nanoparticulas, y aplicaciones de dichas
nanoparticulas.

Definiciones

Con el fin de facilitar la comprension de la presente invencion, a continuacion se explica el significado de algunos
términos y expresiones tal como se usan en el contexto de la invencion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina hidréfoba vegetal” se refiere a una proteina
encontrada habitualmente en vegetales que estd compuesta por grandes cantidades de aminoacidos hidréfobos
tales como, por ejemplo, prolina, glutamina y asparagina. Estos aminoacidos hidréfobos hacen que la proteina sea
insoluble en agua en su estado no desnaturalizado. La proteina hidréfoba vegetal de la invencion es una proteina
considerada como practicamente insoluble por la Farmacopea Britanica (BP) (es decir, que requiere mas de 10.000
parte de disolvente (ml) por una parte de soluto (g) a una temperatura que oscila entre 15°C y 25°C). Dicha proteina
hidréfoba vegetal puede ser una proteina obtenida directamente de la fuente vegetal u obtenida mediante técnicas
de ingenieria genética. Un tipo particular de proteina hidréfoba vegetal es la familia de prolaminas. Las prolaminas
pueden encontrarse en diversos granos de cereal tales como maiz, trigo, cebada, mijo, arroz y sorgo. Algunos
ejemplos de prolaminas adecuadas para usarse en esta invencion son zeina, gliadina, hordeina y kafirina, aunque la
aplicacion del método de esta invencion no se limita necesariamente a estos ejemplos. Particularmente, se usé
zeina en esta invencion como modelo de proteina hidréfoba vegetal derivada de harina de gluten de maiz, un
producto secundario del maiz, y es una mezcla de al menos cuatro tipos de proteinas: a-, -, y-, y 8-zeina, cada uno
con una secuencia de aminoacidos, un peso molecular y una solubilidad diferentes.

“Tamano promedio” o “tamafio medio”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al diametro promedio
de una poblacion de nanoparticulas que se mueven juntas en un medio acuoso. El tamafio promedio de estos
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sistemas puede medirse mediante procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica y que se
describen, a modo de ilustracion, en la parte experimental adjunta a los ejemplos descritos mas adelante. El tamafio
promedio de las particulas puede resultar afectado principalmente por la cantidad de la proteina hidroéfoba vegetal, y
por la naturaleza y la cantidad del producto de interés (si lo hay) presente en las nanoparticulas de la invencion
(generalmente, cuanto mayor es la cantidad de dichos componentes, mayor es el tamafio promedio de las
nanoparticulas), y por algunos parametros tales como la viscosidad, la concentracion de la proteina hidrofoba
vegetal y la presencia de otros disolventes o tensioactivos, etc.

“Potencial zeta promedio” o “potencial zeta medio”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la carga
superficial promedio de una poblaciéon de nanoparticulas que se mueven juntas en un medio acuoso. El potencial
zeta promedio de estos sistemas puede medirse mediante procedimientos convencionales conocidos por los
expertos en la técnica y que se describen, a modo de ilustracion, en la parte experimental adjunta a los ejemplos
descritos mas adelante. El potencial zeta promedio de las particulas puede resultar afectado principalmente por la
naturaleza y la cantidad del producto de interés (si lo hay) presente en las nanoparticulas de la invencion.
Generalmente, el potencial zeta promedio de las nanoparticulas sera mas negativo mediante la adiciéon de polimeros
o0 moléculas anidnicas o con cambios de pH para dichos componentes, y por algunos parametros o por la presencia
de otros disolventes o tensioactivos, etc.

Tal como se usa en el presente documento, el término “nanoparticula” se refiere a un sistema coloidal de una
particula sélida con un tamafio promedio inferior a 1 micrometro (um), normalmente de entre 1 y 999 nandémetros
(nm), preferiblemente de entre 50 y 500 nm, mas preferiblemente de entre 100 y 400 nm, todavia mas
preferiblemente de entre 120 y 200 nm, todavia mas preferiblemente de entre 120 y 160 nm aproximadamente,
formada por una proteina hidréfoba vegetal y que incluye un disolvente organico no volatil miscible en agua en su
composicion. Dependiendo, entre otros hechos, de su método de fabricacién, las nanoparticulas pueden subdividirse
en nanoesferas de matriz y “nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza” [32-34]. Las “nanoesferas de matriz” son
formas de matriz formadas por una red tridimensional; cuando se carga una nanoesfera con un producto de interés,
por ejemplo, un farmaco, dicho producto de interés puede dispersarse fisica y uniformemente en dicha red
tridimensional. La matriz o la red tridimensional de las nanoesferas de matriz de la invencién contiene una proteina
hidréfoba vegetal y uno o mas disolventes organicos no volatiles miscibles en agua. Las “nanocapsulas vesiculares
de nucleo-corteza” son sistemas vesiculares formados por una cavidad interna (conocida como el “nucleo”) que
contiene el producto de interés rodeado por una pared o membrana (conocida como la “corteza”), es decir, las
nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza de la invencién son sistemas nanovesiculares que presentan una
estructura de nucleo-corteza tipica en la que el producto de interés esta confinado en un depédsito o dentro de una
cavidad (“ndcleo”) rodeado por una pared o membrana de proteina hidroéfoba vegetal (“corteza”) que también
contiene uno o mas disolventes organicos no volatiles miscibles en agua. El experto en la técnica conoce que el
nucleo de la nanocapsula vesicular de nucleo-corteza puede contener sélo excipientes, puede contener cualquier
producto de interés tal como se define mas adelante en el presente documento (por ejemplo un compuesto que tiene
actividad agricola, cosmética, alimentaria o farmacéutica o mezclas de las mismas con o sin excipientes), o puede
contener tanto excipientes como dicho producto de interés tal como se define mas adelante en el presente
documento.

En ambos casos, debido a la gran superficie especifica de estos sistemas, las moléculas del producto de interés
pueden quedar atrapadas o adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas.

Tal como se usa en el presente documento, un “producto de interés” o “POI” se refiere a cualquier compuesto
susceptible de usarse en cualquier tipo de industria, por ejemplo, en las industrias agricola, cosmética, alimentaria o
farmacéutica. Practicamente cualquier compuesto susceptible de usarse en cualquier tipo de industria puede
considerarse un POI segun la presente invencion. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de POI segun la presente
invencion incluyen compuestos pequefios o grandes, solubles en agua o solubles en lipidos, hidréfilos, hidrofobos o
anfifilicos, organicos o inorganicos, tales como lipidos, nucledsidos, nucleétidos, aceites, acidos grasos,
oligonucledtidos, péptidos, polinucledtidos, proteinas, compuestos quimicos organicos pequefios, etc. El POl puede
estar en cualquier forma o estado, por ejemplo, en estado liquido, semisélido o sélido, es decir, el POl puede estar
disuelto, disperso o inmiscible (en caso de las emulsiones) en medios acuosos u organicos, formando asi una
disolucion o suspension acuosa u organica, incluyendo disoluciones o emulsiones aceitosas, o, alternativamente, el
POI puede no estar disuelto o no estar disperso, como producto sélido. EI POI puede contener otro POl 0 mas que
pueden estar disueltos, dispersos o emulsionados en el primer POI.

En una realizacion particular, el POl es un microorganismo completo o fraccionado tal como un virus, bacteria o
levadura o una mezcla de los mismos dispersa en una disolucién, suspensiéon o emulsiéon. En una realizacién mas
particular, el microorganismo es un agente probidtico, particularmente una bacteria probidtica. Ejemplos de bacterias
probidticas son, sin limitacion, lactobacilos y bifidobacterias.

En una realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad agricola, es decir, susceptible de usarse
en la industria agricola, por ejemplo, un producto fitosanitario para controlar plagas y patdgenos, un agente promotor
del crecimiento de plantas, por ejemplo, un herbicida (por ejemplo, glifosato, etc.), un insecticida (por ejemplo,
lambda-cihalotrina, etc.), un fungicida (por ejemplo, Mancozeb o aceites esenciales), o un antitranspirante, etc.
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En otra realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad cosmética, es decir, una sustancia usada
para potenciar el aspecto o el olor del cuerpo humano o animal. Los cosméticos incluyen cremas para el cuidado de
la piel, lociones, polvos, perfumes, pintalabios, esmalte de ufias de manos y pies, y maquillaje facial y de ojos,
toallitas humedas, liquidos para ondulacién permanente, lentes de contacto de color, tintes para el cabello, sprays y
geles para el cabello, desodorantes, desinfectante para las manos, productos para bebés, aceites de bafio, bafios de
burbujas, sales de bafio, mantecas y muchos otros tipos de productos. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de
POI usados en la industria cosmética incluyen productos anti-envejecimiento (por ejemplo, retinoides), productos
anti-acné (por ejemplo, eritromicina, peréxido de benzoilo, etc.), productos para el cuidado facial (por ejemplo, GHK-
cobre en limpiadores faciales, etc.), cosméticos pigmentados (por ejemplo, pigmentos de color usados en coloretes,
bases de maquillaje, correctores, polvos, etc.), cosméticos (por ejemplo, Co-Q10, etc.), productos para el cuidado
personal (por ejemplo, liberacion controlada por humedad de la fragancia en desodorantes, etc.), productos para
filtro solar/proteccién solar (por ejemplo, bloqueantes de UV), productos para sustancias de limpieza de dientes,
dentifricos o enjuagues (por ejemplo, liberacidon sostenida de triclosan/bactericidas, aromas, fragancias, principios
activos anti-boca seca en la boca, etc.), productos para champu (por ejemplo, principios activos anti-
caspa/hidratantes, etc.), perfumes (por ejemplo, particulas de fragancia, etc.), productos para el cabello (por
ejemplo, fijadores, productos de moldeado del cabello para dar volumen, etc.), etc.

En otra realizacién particular, el POl es un compuesto que tiene actividad nutricional, es decir, susceptible de usarse
en la industria alimentaria, por ejemplo, acido félico, acido 4-aminobenzoico, niacina o vitamina B3, acido
pantoténico o vitamina B5, monofosfato de tiamina, pirofosfato de tiamina, trifosfato de tiamina, acido ascérbico,
acidos pteroilpoliglutamicos, acido folinico, acido nicotinico, acido hialurénico, acido tiéctico, acido cumarico, acido
cafeico, vitaminas de las familias A, D, E, K y derivados de las mismas, fosfolipidos, carotenoides (por ejemplo,
carotenos, licopeno, luteina, capsantina, zeaxantina, etc.), acidos grasos, acidos grasos omega-3 (por ejemplo,
DHA, EPA, etc.), aminoacidos (por ejemplo, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano, y valina),
fitostanoles o fitosteroles (por ejemplo, sitosterol, campesterol, estigmasterol, etc.), polifenoles (acidos fendlicos,
estilbenos, flavonoides, antocianinas, flavonoles, flavanoles, flavanonas, chalconas, isoflavonas, etc., lignanos, etc.;
por ejemplo, quercetina, rutina, resveratrol, canferol, miricetina, isorhamnetina, luteolina, catequina, taninos
condensados, malvidina, cianidina, delfinidina, peonidina, acido galico, acido cumarico, acido cafeico, etc.),
derivados de productos alimentarios tales como levaduras y componentes de levaduras, componentes del vino,
componentes del queso, microorganismos y componentes de microorganismos, aromas alimenticios, etc. Se dice
que un producto es de “calidad alimentaria” cuando su uso el alimentaciéon para seres humanos o animales es
segura segun el cédigo alimentario de un pais o de una organizacion, por ejemplo, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) o la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); por consiguiente,
un producto de “calidad alimentaria” es un producto no téxico “adecuado para el uso del mismo en alimentos” y por
tanto ambas expresiones son sindnimas y se usan indistintamente en esta descripcion.

En ofra realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad terapéutica (es decir, una sustancia que,
cuando se administra a un sujeto, interacciona con su receptor en el sitio de accién y ejerce un determinado efecto);
este tipo de productos son susceptibles de usarse en la industria farmacéutica. Los ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de POI que tienen actividad terapéutica incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos, proteinas o
antigenos bacterianos, fungicos o virales, receptores celulares, factores de coagulacion, citocinas, enzimas,
eritropoyetinas, factores de crecimiento, hormonas, insulinas, interleucinas, interferones, ligandos, acidos nucleicos
(por ejemplo, nucledtidos, oligonucledtidos, polinucledtidos, ADN, ARN, etc.), agentes de transduccion de sefales,
compuestos quimicos organicos pequefios, toxinas, etc. En una realizaciéon particular, el POI incluye agentes
analgésicos (narcéticos) (por ejemplo, codeina, morfina, etc.), agentes analgésicos (no narcéticos) (por ejemplo,
acido acetilsalicilico, acido flufenamico, etc.), agentes anti-alopecia (por ejemplo, finasterida, minoxidilo, etc.),
agentes antianginosos (por ejemplo, atenolol, nicardipino, etc.), agentes antibacterianos (por ejemplo, amoxicilina,
ampicilina, azitromicina, cefaclor, ciprofloxacino, neomicina, tetraciclina, etc.), agentes antidepresivos (por ejemplo,
fluoxetina, paroxetina, etc.), agentes antifingicos (por ejemplo, isoconazol, ketoconazol, etc.), agentes
antihipertensores (por ejemplo, benazepril, captopril, carvedilol, enalapril, losartan, minoxidilo, etc.), agentes
antiinflamatorios (por ejemplo, acido niflimico, celecoxib, ibuprofeno, etc.), agentes antineoplasicos (por ejemplo,
alemtuzumab, cisplatino, docetaxel, trastuzumab, etc.), agentes antipiréticos (por ejemplo, paracetamol,
indometacina, etc.), agentes antipsicoticos (por ejemplo, risperidona, etc.), agentes ansioliticos (por ejemplo,
alprazolam, lorazepam, etc.), agentes broncodilatadores (por ejemplo, carbuterol, epinefina, etc.), glucocorticoides
(por ejemplo, budesonida, prednisolona, etc.), agentes inmunosupresores (por ejemplo, alemtuzumab, tacrolimus,
etc.), etc. En una realizacion particular adicional, dicho POI se selecciona del grupo que consiste en acido
acetilsalicilico, péptido natriurético auricular alfa, arginina vasopresina, atropina, augmerosen, atorvastatina, avastin,
calcitoninas, gonadotropinas corionicas, corticotropina, desmopresina, epibatidina, erbitux, exenatida, herceptina,
humira, humulina, ketoconazol, lanreotida, lutropina alfa, metoprolol, minoxidilo, nesiritida, octreotida, paclitaxel,
paracetamol, pegaptanib, hormona estimulante de foliculo recombinante, factores de crecimiento recombinantes,
remicade, rituxan, sermorelina, somatotropina, derivados de taxano, taxol, acetato de teriparatida, tirotropina,
triclosan, urofolitropina, xolair, etc. En otra realizacion, el POI se selecciona del grupo que consiste en actinomicina
D, albendazol, aldosterona, alprazolam, amiodarona, amitriptilina, amprenavir, asimadolina, atorvastatina, bunitrolol,
buspirona, camptotecina, carbamazepina, carvedilol, celiprolol, ciclosporina A, cimetidina, clotrimazol, colchicina,
cortisona, daunorubicina, debrisoquina, dexametasona, diazepam, digitoxina, digoxina, diltiazem, docetaxel,
domperidona, doxorubicina, efavirenz, epirubicina, eritromicina, ergotamina, estradiol, glucoronido de estradiol,
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erlotinib, etopésido, fenitoina, fentanilo, felodipina, fenotiazinas, fexofenadina, fluoroquinolonas, fluorouracilo, FK-
506, gentamicina, griseofulvina, hidrocortisona, imatinib, indinavir, itraconazol, ivermectina, ketoconazol, canferol,
levofloxacina, lidocaina, loperamida, losartan, lovastatina, mebendazol, metilprednisolona, metotrexato, mibefradil,
midazolam, nisoldipino, morfina, nelfinavir, nicardipino, nitrendipino, nifedipino, ondansetrén, paclitaxel, pentazocina,
praziquantel, prednisolona, prednisona, quercetina, quinidina, ranitidina, rapamicina, rifabutina, rifampicina, ritonavir,
saquinavir, sirolimus, sulfametizol, tacrolimus, tamoxifeno, talinolol, tenipdsido, terfenadina, tetraciclina, topotecan,
triamcinolona, valspodar, verapamilo, vinblastina, vincristina, vindesina, zopiclona, y mezclas de los mismos.

En otra realizacion particular, el POI es un excipiente, es decir, una sustancia inactiva insoluble o inmiscible en agua
que puede ser liquida, sdlida o semisélida, usada como medio o vehiculo para los principios activos de una
composicion. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de POl que actia como excipiente son parafina liquida o lipidos
fundidos tales como cera, aceite de algodon, aceite de maiz, aceite vegetal hidrogenado, aceite de colza, aceite de
coco, etc. Dichos POI son particularmente Utiles en la produccién de nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza y
pueden encontrarse en el nucleo de dichas nanocapsulas.

En una realizacion preferida, el POl se selecciona del grupo que consiste en un herbicida, un insecticida, un
fungicida, un producto anti-envejecimiento, un producto anti-acné, un producto para el cuidado facial, un cosmético
pigmentado, un cosmético, un producto para el cuidado personal, un producto para filtro solar/proteccion solar, un
producto para sustancias de limpieza de dientes, dentifricos o enjuagues, un producto para champus, un perfume,
un producto para el cabello, un aditivo alimenticio, un aceite esencial, aceite de Mentha piperita, aceite de tomillo,
aceite de canela, eugenol, aceite de limén, curcumina, acido félico, acido 4-aminobenzoico, niacina o vitamina B3,
acido pantoténico o vitamina B5, monofosfato de tiamina, pirofosfato de tiamina, trifosfato de tiamina, acido
ascorbico, acidos pteroilpoliglutamicos, acido folinico, acido nicotinico, acido hialurénico, acido tioctico, acido p-
cumarico, acido cafeico, una vitamina de las familias A, D, E, K y derivados de las mismas, un fosfolipido, un
carotenoide, un acido graso, un acido graso omega-3, aceite de higado de bacalao, acido linolénico, un aminoacido,
un fitostanol, un fitosterol, un polifenol, clorhexidina, albumina sérica bovina, un agente analgésico, un agente anti-
alopecia, un agente antianginoso, un agente antibacteriano, un agente antidepresivo, un agente antifingico, un
agente antihipertensor, un agente antiinflamatorio, un agente antineoplasico, un agente antipirético, un agente
antipsicotico, un agente ansiolitico, un agente broncodilatador, un glucocorticoide, un agente inmunosupresor, o
cualquier combinacién de los mismos.

Un “disolvente organico volatil”, tal como se usa en el presente documento, es un compuesto organico liquido que se
vaporiza/evapora facilmente a temperatura ambiente; un disolvente organico volatil habitualmente tiene una alta
presion de vapor y un punto de ebullicién inferior en comparacion con el agua (es decir, un disolvente organico volatil
tiene una presion de vapor superior a 23,3 hPa a 20°C y un punto de ebullicion inferior a 100°C). Ejemplos
ilustrativos, no limitativos, de disolventes organicos volatiles son etanol de calidad USP (punto de ebullicion inicial e
intervalo de ebullicion 78,0-80,0°C y presién de vapor 59,5 hPa a 20°C), metanol (punto de ebullicion 64,7°C y
presion de vapor 130,3 hPa a 20°C) y acetona (punto de ebullicién 56°C y presion de vapor 245,3 hPa a 20°C).

De manera similar, un “disolvente organico no volatil”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un
compuesto organico liquido que no se evapora facilmente o que se evapora muy lentamente a temperatura ambiente
con presion de vapor inferior y punto de ebullicion superior en comparacién con el agua. Ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de disolventes organicos no volatiles son glicoles de calidad USP tales como propilenglicol (punto de
ebullicion 187°C y presion de vapor 0,11 hPa a 20°C), poliglicoles tales como poli(etilenglicol) liquido con peso
molecular promedio 400 g/mol (punto de ebullicion 250°C y presion de vapor <0,01 hPa a 20°C) o polioles tales
como glicerol (punto de ebullicion 290°C y presion de vapor <0,01 hPa a 20°C). Cuando sélo se usa un disolvente
organico no volatil en el contexto de la presente invencion, dicho disolvente debe ser un disolvente primario en el
que se disuelve la proteina hidréfoba vegetal. Por tanto, dicho disolvente organico no volatil puede ser diferente
dependiendo de la proteina hidréfoba vegetal usada. Cuando se usa una mezcla de disolventes organicos no
volatiles diferentes, al menos uno de dichos disolventes debe ser un disolvente primario. Los otros disolventes que
forman parte de una mezcla pueden ser disolventes primarios o disolventes secundarios diferentes. Dependiendo
del nimero de disolventes usados, la mezcla puede ser binaria cuando se usan dos disolventes, o ternaria cuando
se usa una mezcla de tres disolventes.

Un disolvente o liquido “miscible en agua” es un disolvente o liquido que se disuelve completamente en agua y que
es dificil de separar del agua, por ejemplo, glicerol, propilenglicol, etc.

Tal como se usa en el presente documento, el término “no disolvente de proteina hidréfoba vegetal” es un disolvente
en estado liquido, semisodlido o sélido, que disuelve o que es miscible con el disolvente organico no volatil usado,
pero que produce la precipitacion parcial o total de la proteina hidréfoba vegetal. En una realizacién preferida, el no
disolvente de proteina hidréfoba vegetal es un medio acuoso. En ofra realizacion, el no disolvente de proteina
hidréfoba vegetal es glicerol. En otra realizacion, el no disolvente de proteina hidréfoba vegetal es Labrasol®. En
otra realizacion, el no disolvente de proteina hidréfoba vegetal es Lutrol®.

Tal como se usa en el presente documento, el término “medio acuoso” es un medio que comprende agua o un

medio que consiste en agua. Dicho medio acuoso puede comprender agua y un disolvente miscible en agua. En una
realizacion particular, el medio acuoso es un fluido biolégico.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “biocompatible” significa que la nanoparticula producida
mediante el método de la invencién no produce o provoca efectos adversos significativos cuando se administra in
vivo a un sujeto. Los ejemplos de posibles efectos adversos incluyen, pero sin limitarse a, inflamacién excesiva y/o
una respuesta inmunitaria excesiva o adversa, asi como toxicidad.

Tal como se usa en el presente documento, el término “poliol” o “polioles”, se refiere a compuestos con multiples
grupos funcionales hidroxilo para reacciones organicas. Una molécula con dos grupos hidroxilo es un diol, una con
tres es un triol, una con cuatro es un tetrol y asi sucesivamente. Ejemplos de polioles son, entre otros, glicerol
(también denominado glicerina) que es un compuesto de poliol sencillo, y glicoles tales como propilenglicol (PG)
(también denominado 1,2-propanodiol o propano-1,2-diol).

Tal como se usa en el presente documento, el término “método tradicional”’, se refiere a un método para la
fabricacion de nanoparticulas que esta relacionado con un grupo de métodos que tienen en comun el uso de un
disolvente organico volatil, especialmente mezclas de etanol-agua.

Nanoparticulas de la invencién

En un primer aspecto, la invenciéon se refiere a una nanoparticula, denominada mas adelante en el presente
documento la “nanoparticula de la invencion”, seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera de matriz, comprendiendo dicha nanoesfera de matriz una matriz, comprendiendo
dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua; y

b) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza, comprendiendo dicha nanocapsula vesicular de nucleo-
corteza un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una proteina hidréfoba vegetal y al
menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,

en la que la proteina hidroéfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en
agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

El término “nanoparticula” se ha definido anteriormente y se refiere a un sistema coloidal de una particula sélida con
un tamafio promedio inferior a 1 um, normalmente de entre 1 y 999 nm, preferiblemente de entre 100 y 400 nm, mas
preferiblemente de entre 120 y 160 nm, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 130-140 nm, formada en
este caso particular por una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua
de dicha proteina. El término “nanoparticula”, excepto que se indique otra cosa, incluye nanoesferas de matriz y
nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza. En ambos casos, debido a la gran superficie especifica de estos
sistemas, las moléculas del POI, si estan presentes, pueden quedar atrapadas o adsorbidas en la superficie de las
nanoparticulas.

En una realizacion particular, la nanoparticula de la invencion es una nanoesfera de matriz que comprende una
matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil
miscible en agua de dicha proteina. En esta realizacion, la matriz de la nanosfera es una red tridimensional formada
por una proteina hidréfoba vegetal y uno o mas disolventes organicos no volatiles miscibles en agua de dicha
proteina. En esta realizacion, el producto de interés puede quedar atrapado o encapsulado dentro de la nanosfera o,
alternativamente, el producto de interés puede adsorberse sobre o conjugarse a la superficie de la nanosfera.

En otra realizacion particular, la nanoparticula de la invenciéon es una estructura nanovesicular de nucleo-corteza
(una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza) que comprende un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha
corteza una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua de dicha
proteina. La cavidad (nucleo o depdsito) contiene el POI en forma liquida, semisdlida o sélida o como dispersion
molecular; este depdsito puede ser lipdfilo o hidréfobo segun el método de preparacion y los materiales de partida
usados. Esto es particularmente util para llevar los POI en la forma de un estado liquido, semisélido o sélido, por
ejemplo, aceites, liquidos inmiscibles en agua, disoluciones o suspensiones organicas, incluyendo disoluciones o
suspensiones aceitosas, que comprenden un POI, disoluciones o suspensiones acuosas que comprenden el POI,
etc. Segun esta realizacion, el POl puede estar dentro del nucleo de la nanocapsula o, alternativamente, puede
adsorberse sobre la superficie de la nanocapsula.

En otra realizacion particular, la invencién proporciona una combinacién de al menos una nanoesfera de matriz
segun la invencion y al menos una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza segun la invencion.

El término “proteina hidréfoba vegetal” se ha definido anteriormente. La proteina hidréfoba vegetal es una proteina
de una planta de cereal; preferiblemente una proteina de una planta seleccionada de maiz, trigo, cebada, arroz, mijo
y sorgo; mas preferiblemente de maiz. La proteina hidréfoba vegetal es una proteina encontrada en un grano.

Las prolaminas son una familia de proteinas hidréfobas vegetales encontradas en granos de cereal y asociadas con
almidon que tienen nombres especificos e incluyen, sin limitacion: trigo (gliadina), cebada (hordeina), centeno
(secalina), maiz (zeina), sorgo (kafirina), mijo (panicina), arroz (orzenina) y avena (avenina). Dicha proteinas forman
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parte del gluten. Por tanto, la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, preferiblemente una prolamina
seleccionada de gliadina, hordeina, secalina, zeina, kafirina, panicina, orzenina y avenina; mas preferiblemente la
prolamina se selecciona de gliadina, hordeina, secalina, zeina, kafirina y avenina; incluso mas preferiblemente se
selecciona de zeina, gliadina, hordeina y kafirina; siendo lo mas preferido zeina.

La proteina zeina puede obtenerse mediante extraccion con disolvente de harina de gluten de maiz. El experto en la
técnica conoce métodos para la extraccion de zeina (véase [15]). La zeina también esta disponible comercialmente.
Biologicamente, la zeina es una mezcla de proteinas que varian en el tamafio molecular y la solubilidad. Estas
proteinas pueden separarse por solubilidades diferenciales y por sus estructuras relacionadas en cuatro tipos
distintos: o, B, v y 6 [15]. La a-zeina es con mucho la mas abundante, representando aproximadamente el 70% del
total con un peso molecular de aproximadamente 22 kDa [35]. Estas clases de zeina: a, B, y y & se expresan
secuencialmente en el maiz y se encuentra que interaccionan entre si para proporcionar estabilidad. Se notificé que
la zeina del maiz era aproximadamente un 35% de a-zeina, que incluye 2 bandas destacadas de 22 y 24 kDa. La B-
zeina no entra en un gel de SDS-PAGE sin reduccion. El andlisis de SDS-PAGE en condiciones reductoras muestra
que la B-zeina tiene 3 bandas principales de 24, 22, y 14 kDa [36]. La zeina util en la presente invencion puede ser
cualquiera de las cuatro clases de zeina (a, B, y y 8) 0 una mezcla de las mismas. En una realizacion preferida, la
zeina es una mezcla de las cuatro clases de zeina, mas preferiblemente una mezcla de las cuatro clases de zeina
compuesta principalmente de a-zeina. En una realizacion mas preferida, la zeina es una zeina disponible
comercialmente.

La solubilidad de la zeina se notificé en una revision [15]. La zeina es soluble en alcoholes acuosos, glicoles, etil
éter, alcohol furfurilico, alcohol tetrahidrofurfurilico y disoluciones alcalinas acuosas de pH 11,5 o mayor. La zeina es
insoluble en agua, acetona y alcoholes anhidros (excepto metanol). Es de interés que todos los disolventes primarios
sean glicoles, éteres de glicol, aminoalcoholes, acidos de nitro-alcohol, amidas y aminas. Los glicoles tienen
considerablemente mayor poder disolvente que sus alcoholes monohidroxilados correspondientes. El propilenglicol
es un buen disolvente para zeina pero el propanol absoluto no. La adicion de grupos hidroxilo adicionales parece
disminuir el poder disolvente. El propilenglicol puede disolver la zeina a temperatura ambiente, mientras que es
necesario calentar el glicerol hasta 150°C, y los polipropilenglicoles con un peso molecular superior a (>) 3.000 no
disuelven la zeina en absoluto [15].

La zeina, la prolamina en endospermo de maiz contiene mas de un 50% de aminoacidos no polares dispuestos en
una disposicion espacial Unica que consiste en repeticiones en tandem de segmentos de alfa-hélice alienados en
paralelo entre si formando una cinta o prisma. Esta estructura da lugar a dominios hidréfobos e hidréfilos bien
definidos en la superficie de la proteina. El objetivo es producir nanoestructuras de geometria controlada, utiles
como materiales de microencapsulacion para acidos grasos, aromas, oleorresinas, vitaminas y péptidos [37].

Las nanoparticulas de la invencion también contienen al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua de
la proteina hidréfoba usada. Al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua tiene que ser un disolvente
primario de dicha proteina. Por tanto, el disolvente organico no volatil miscible en agua puede ser un disolvente
primario o una mezcla de disolventes primarios o una mezcla de al menos un disolvente primario y uno o mas
disolventes secundarios. Los términos “miscible en agua” y “disolvente organico no volatil” se han definido
anteriormente. El disolvente organico no volatil miscible en agua de la presente invencién puede ser propilenglicol o
una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios dependiendo de la proteina hidréfoba
vegetal usada, puesto que es un requisito del disolvente primario que debe poder disolver dicha proteina. La
“solubilidad” de una proteina se define como gramos de proteina totalmente disuelta en una cantidad dada de
disolvente a una determinada temperatura. Una proteina se considera soluble en un disolvente segun la
Farmacopea Britanica si es necesario usar aproximadamente 10-30 partes de disolvente (ml) por una parte de soluto
(9) a una temperatura que oscila entre 15°C y 25°C para disolver la proteina.

En este contexto, el término “disolvente primario” se usa para aquellos disolventes en los que la proteina es
totalmente soluble sin el uso de codisolventes. Los disolventes primarios de zeina son glicoles, éteres de glicol,
aminoalcoholes, acidos de nitro-alcohol, amidas y aminas [15]. En una realizacion particular, el disolvente primario
se selecciona de, tartrato de butilo, 1,3-butilenglicol, dietanolamina, dietilenglicol, monometil éter de dietilenglicol,
lactato de etilo, etilenglicol, monoetil éter de etilenglicol, monometil éter de etilenglicol, propilenglicol, dipropilenglicol,
trietanolamina, trietilentetramina, trietilenglicol, hidroxietiletilendiamina, glicerol, glicerol-o-metil éter, 2-amino-2-etil-
1,3-propanodiol, lactato de metilo, monoetanolamina, fenol y monoacetato de resorcinol; preferiblemente de
propilenglicol, dipropilenglicol, trietanolamina, etilenglicol, 1,3-butilenglicol, trietilentetramina, trietilenglicol, lactato de
metilo, monoetanolamina, monoetil éter de etilenglicol y lactato de etilo; mas preferiblemente de propilenglicol,
dipropilenglicol, trietanolamina, etilenglicol, 1,3-butilenglicol y lactato de metilo; incluso mas preferiblemente de
propilenglicol, 1,3-butilenglicol y lactato de etilo.

Por consiguiente, el término “disolvente secundario” se usa en la presente invencion para aquellos disolventes que
son miscibles con disolventes primarios y que no pueden disolver la proteina a una temperatura inferior a 40°C, pero
que pueden mantener la proteina en disolucién cuando se mezcla en proporciones apropiadas con un disolvente
primario. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes secundarios adecuados son: agua, glicerol, etilenglicol,
polietilenglicol, monoetil éter de dietilenglicol, caprilocaproil macrogol-glicérido, copolimero de polioxietileno-
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polioxipropileno, etc. Por tanto, dependiendo de la proporcion del disolvente secundario usado, puede actuar como
no disolvente de proteina hidréfoba vegetal (cuando se usa en la proporcidon requerida para precipitar proteinas
hidréfobas vegetales), o como disolvente de proteina hidréfoba vegetal (cuando se mezcla con un disolvente
primario en una proporciéon menor a la requerida para formar nanoparticulas). El experto en la técnica puede
determinar el volumen del disolvente secundario apropiado para precipitar o disolver la proteina hidréfoba vegetal
realizando un estudio para determinar la solubilidad de la proteina en un disolvente tal como se muestra en el
ejemplo 2.1.

Por tanto, el término mezclas binarias, ternarias o multiples se usa para designar aquellas mezclas de uno, dos o
multiples disolventes secundarios con al menos un disolvente primario.

El disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes
primarios y/o secundarios. En una realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua es un
disolvente adecuado para su uso cosmético o farmacéutico. En una realizacién, el disolvente organico no volatil
miscible en agua es una mezcla binaria de propilenglicol y Lutrol®. En otra realizacién, el disolvente organico no
volatil miscible en agua es una mezcla binaria de propilenglicol y glicerol. En otra realizacion, el disolvente organico
no volatil miscible en agua es una mezcla binaria de propilenglicol y agua.

Las prolaminas se caracterizan por su insolubilidad en agua y su solubilidad en un alcohol acuoso. Las prolaminas
son soluble en disoluciones sumamente acidas o alcalinas y en mezclas acuosas de disolventes organicos, que
pertenecen a las siguientes clases: compuestos de hidroxilo (por ejemplo, etanol, 2-propanol o glicerol), cetonas (por
ejemplo, acetona, metil etil cetona) y amidas (por ejemplo, acetamida). Las prolaminas son solubles en mezclas
acuosas de estos disolventes que contienen no mas del 60% en peso de agua. Para los fines de esta invencion, el
“disolvente organico no volatil miscible en agua” no puede ser un disolvente volatil tal como etanol o acetona. En una
realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua de la invencién para prolaminas es
propilenglicol.

Cuando la proteina es zeina, el disolvente organico no volatil miscible en agua puede ser propilenglicol o una mezcla
de propilenglicol y uno de los disolventes primarios notificados en [15]. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de
disolventes adecuados son tartrato de butilo, 1,3-butilenglicol, dietanolamina, dietilenglicol, monoetil éter de
dietilenglicol, monometil éter de dietilenglicol, lactato de etilo, propilenglicol, etil éter de tripropilenglicol, etilenglicol,
monoetil éter de etilenglicol, monometil éter de etilenglicol, glicerol, glicerol-a-metil éter, propilenglicol,
dipropilenglicol, ftrietilenglicol, acido lactico, trietanolamina, ftrietilentetramina, dietilentriamina 2-amino-2-etil-1,3-
propanodiol, 2-amino-2-metil-1-propanol, hidroxietiletilendiamina, lactato de metilo, monoetanolamina, fenol,
monoacetato de resorcinol.

En una realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua para zeina es propilenglicol (PG).

Las nanoparticulas de la invencién pueden comprender uno, dos o tres disolventes organicos no volatiles miscibles
en agua. En una realizaciéon preferida, las nanoparticulas de la invencion comprenden una mezcla binaria de
disolventes, preferiblemente una mezcla de propilenglicol y otro disolvente primario o secundario organico no volatil
miscible en agua.

Debido a la gran superficie especifica de las nanoparticulas de la invencion, las moléculas de un producto de interés
pueden quedar atrapadas o adsorbidas en o conjugadas a la superficie de las nanoparticulas. Por tanto, las
nanoparticulas de la invencion pueden incorporar de manera eficaz productos de interés, tales como compuestos
grandes o pequefios, hidréfobos o hidrofilos, que tienen estados fisicos, usos y aplicaciones diferentes, y, por tanto,
pueden aplicarse potencialmente en industrias diferentes (por ejemplo, en composiciones farmacéuticas, cosméticas
o agricolas, en productos alimenticios, etc.).

Por tanto, en una realizacién particular, la nanoparticula de la invencion comprende ademas un producto de interés
(POI); en este caso, la nanoparticula de la invencion se identifica ocasionalmente en esta descripciéon como
“nanoparticula cargada de la invencion”. Puede encontrarse informacion relacionada con dicho POI en la seccion
anterior (“Definiciones”). El experto en la técnica entendera que una nanoparticula cargada de la invencién puede
incorporar uno o mas productos de interés (POIl) en la misma nanoparticula siempre que dichos POI no sean
incompatibles entre si.

En una realizacion particular, dicho POI es el antioxidante curcumina, o el farmaco antimicrobiano clorhexidina y la
nanoparticula de la invenciéon es una nanoesfera de matriz en la que el POl queda atrapado o encapsulado dentro
de la nanosfera o, alternativamente, se adsorbe sobre o se conjuga a la superficie de la nanosfera.

En otra realizacion particular, dicho POI es un aceite esencial, independientemente de su estado fisico, tal como un
aceite volatil incluyendo, entre otros, aceites aromaticos que son miscibles con disolucion de PG:zeina incluyendo
aceite de Mentha piperita (menta), eugenol, aceite de canela, aceite de tomillo (Thymus vulgaris), o aceites
aromaticos que son inmiscibles con disolucién de PG:zeina tales como aceite esencial de limon; aceites no volatiles,
tales como aceite de higado de bacalao; o acidos grasos tales como acido oleico o acido linolénico, etc., asociados o
encapsulados dentro de la nanoparticula de la invencién que es una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza en la
que el POI queda atrapado o encapsulado dentro de la nanocapsula o, alternativamente, se adsorbe en o se conjuga
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a la superficie de estas nanocapsulas. En una realizacion preferida, el aceite esencial es un aceite volatil miscible
con la disolucion de PG:zeina, seleccionado preferiblemente de aceite de Mentha piperita, eugenol, aceite de canela
y aceite de Thymus vulgaris. En ofra realizacion preferida, el aceite esencial es un aceite volatil inmiscible con
disolucion de PG:zeina, preferiblemente aceite esencial de limoén. En otra realizacién preferida, el aceite esencial es
un aceite no volatil, seleccionado preferiblemente de aceite de higado de bacalao, acido oleico y acido linolénico.

En otra realizacion particular, dicho POI es un aceite en forma de disolucién, suspensiéon o emulsién, asociado o
encapsulado dentro de la nanoparticula de la invencién que es una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza en la
que el POl queda atrapado o encapsulado dentro de la nanocapsula o, alternativamente, se adsorbe sobre o se une
a la superficie de la nanocapsula.

La razén en peso de la proteina hidréfoba vegetal:POI, preferiblemente la razén en peso de “zeina”:POl, en la
nanoparticula cargada de la invencion puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacion
particular, la razén en peso/peso de proteina hidrofoba vegetal (preferiblemente zeina):POI en la nanogarticula
cargada de la invencién puede estar comprendida entre 1:10° y 1:10°, preferiblemente entre 1:10* y 1:10°, y mas
preferiblemente entre 1:0.001 y 1:100.

Las nanoparticulas de matriz y las nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza de la invencion son principalmente
catidnicas o anionicas con carga superficial promedio positiva o negativa, respectivamente.

Las nanoparticulas aniénicas pueden obtenerse mediante recubrimiento de las nanoparticulas con polimeros
anionicos tales como goma arabiga o mediante complejacion del polimero aniénico en la matriz o corteza de las
nanoparticulas. En una realizacion preferida, el polimero aniénico o polianiénico usado es la goma arabiga.

Procedimiento para producir sistemas particulados poliméricos

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera de matriz que
comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente
organico no volatil miscible en agua, mas adelante en el presente documento denominado “procedimiento [1] de la
invencion”, que comprende poner en contacto una disolucion de la proteina hidréfoba vegetal en al menos un
disolvente organico no volatil miscible en agua con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
un medio acuoso, con el fin de formar dicha nanoesfera de matriz y en el que la disolucion de la proteina hidréfoba
vegetal no comprende un disolvente organico volatil, en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en
el que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros
disolventes primarios y/o secundarios. Este procedimiento [1] de la invencién produce nanoparticulas “vacias” de la
invencion, es decir, nanoparticulas sin producto de interés (POIl), particularmente nanoesferas de matriz, en las que
la matriz comprende una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua de
la proteina hidréfoba vegetal.

Los detalles del disolvente organico no volatil miscible en agua se han definido en la seccion de “Definiciones”. Las
realizaciones relacionadas con el disolvente organico no volatil miscible en agua dado a conocer en el contexto de
las nanoparticulas de la invencion también pueden aplicarse al procedimiento [1] de la invencion.

El disolvente organico es cualquier disolvente organico no volatil miscible en agua adecuado en el que la proteina
hidréfoba vegetal puede solubilizarse, preferiblemente un disolvente organico no volatil aceptable desde el punto de
vista farmacéutico, alimentario o cosmético e incluye un disolvente primario o una mezcla apropiada de al menos un
disolvente primario y uno o mas more disolventes secundarios. Adicionalmente, el disolvente organico puede ser una
mezcla mas de un disolvente primario. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes organicos incluyen
glicoles y éteres de glicol entre otros.

El término “glicol”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier compuesto organico no volatil
que contiene dos grupos funcionales hidroxilo (-OH). Los glicoles también se denominan dioles e incluyen alcoholes
tales como propilenglicol (PG), polietilenglicol (PEG), etilenglicol, dietilenglicol, etc. PG y PEG son alcoholes no
volatiles que pueden estar presentes como liquido (PG) o como sélido dependiendo del peso molecular (PM) del
PEG (por ejemplo, PEG6000, PEG10000). Pueden usarse disolventes solidos (por ejemplo, PEG6000, PEG10000,
etc.), por ejemplo, para producir formas farmacéuticas sélidas para la administracion de farmacos, tales como
supositorios, por ejemplo, supositorios rectales que comprenden, por ejemplo, farmacos antipiréticos, o supositorios
vaginales (6vulos) que comprenden, por ejemplo, agente antifungicos, entre otros, y se formaran nanoparticulas
cuando la disolucion que comprende la proteina hidréfoba vegetal y el disolvente organico no volatil miscible en
agua entra en contacto con un fluido corporal, por ejemplo, el fluido vaginal o los fluidos del tubo digestivo. Los
glicoles utiles en la presente invencion como disolventes primarios son aquellos en los que puede disolverse la
proteina hidréfoba vegetal. Por tanto, los glicoles en los que no puede disolverse la proteina hidréfoba vegetal son
utiles como disolventes secundarios (cuando se mezclan con un disolvente primario en proporcién inferior a la
requerida para formar nanoparticulas) o como no disolvente de proteina hidréfoba vegetal. Por tanto, el glicol usado
dependera de la proteina hidréfoba vegetal especifica que va a disolverse. Los disolventes de zeina se dan a
conocer en [15]. Disolventes de zeina adecuados son, sin limitacion, 1,3-butilenglicol, dietilenglicol, dipropilenglicol,
etilenglicol, propilenglicol, trietilenglicol, etc. En una realizacién particular, el disolvente organico es un glicol,
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preferiblemente propilenglicol.

El término “glicerol”, también denominado glicerina, se refiere a un poliol que tiene tres grupos hidroxilo que son
responsables de su solubilidad en agua y su naturaleza higroscoépica. En una realizacion preferida, el disolvente
organico no volatil miscible en agua es una mezcla de propilenglicol con un poliol, preferiblemente glicerol como
disolvente primario a temperaturas superiores a 139°C, y como disolvente secundario a temperaturas inferiores a
139°C.

El término “éter de glicol”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de disolventes a base de
alquil éteres de etilenglicol. Los éteres de glicol adecuados para la presente invencién son, sin limitacion, monoetil
éter de dietilenglicol, monometil éter de dietilenglicol, monoetil éter de etilenglicol, monometil éter de etilenglicol, etc.

En una realizaciéon particular, el disolvente organico comprende una mezcla de dos o mas poliglicoles no volatiles
miscibles en agua como disolventes primarios o secundarios. Ejemplos de poliglicoles son, sin limitacion,
polietilenglicoles (PEG), metoxipolietilenglicoles (MPEG), polipropilenglicoles (PPG) y polibutilenglicoles (PBG).

Los disolventes organicos no volatiles miscibles en agua utiles en la invencion pueden enumerarse en mas de una
categoria, por ejemplo propilenglicol (PG) que es un poliol y también un glicol. El término “poliol” se ha definido en la
seccion “Definiciones”.

En otra realizacion, el disolvente organico no volatil, miscible en agua, comprende al menos propilenglicol (PG) o
una mezcla de disolventes apropiada de propilenglicol y al menos un disolvente primario y uno o mas disolventes
secundarios, incluyendo mezclas binarias y ternarias de disolventes para la proteina hidréfoba vegetal,
particularmente zeina. Ejemplos ilustrativos no limitativos son mezcla de PG:glicerol, mezcla de PG:agua en un
porcentaje de agua que mantiene la zeina soluble o mezcla de PG:PEG:glicerol. Alternativamente, el disolvente
organico comprende PG y un disolvente no volatil miscible en PG distinto de un alcohol. Los ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de disolventes no volatiles miscibles en agua distintos de alcoholes que pueden formar parte de una
mezcla binaria con PG incluyen polioxiglicéridos, por ejemplo, caprilocaproil polioxiglicéridos, derivados de acidos
grasos, por ejemplo, sus derivados de PG o PEG, etc. El término “caprilocaproil polioxiglicéridos” se refiere a un
agente tensioactivo a base de lipidos. Un caprilocaproil polioxiglicérido a modo de ejemplo es glicérido
caprilico/caprico PEG-8, comercializado como Labrasol® por Gattefosse. Los caprilocaproil polioxiglicéridos también
se conocen como “caprilocaproil macrogolglicéridos”. En una realizacion preferida, el disolvente organico no volatil
miscible en agua es una mezcla binaria de PG:glicerol. En otra realizacion preferida, el disolvente organico no volatil
miscible en agua es una mezcla binaria de PG:Labrasol®. En otra realizacion preferida, el disolvente organico no
volatil miscible en agua es una mezcla binaria de PG:Tween® 80. En ofra realizacion preferida, el disolvente
organico no volatil miscible en agua es una mezcla binaria de PG:Lutrol®. En ofra realizacion preferida, el disolvente
organico no volatil miscible en agua es una mezcla binaria de PG:agua.

En una realizacion preferida, el disolvente primario organico no volatil miscible en agua de la disolucién de la
proteina hidréfoba vegetal es el disolvente mayoritario en dicha disolucion.

Los detalles de la proteina hidréfoba vegetal se han definido en la seccién “Definiciones” y en el contexto de las
nanoparticulas de la invencion. Las realizaciones relacionadas con la proteina hidréfoba vegetal dada a conocer en
el contexto de las nanoparticulas de la invencién también pueden aplicarse al procedimiento [1] de la invencion.

Se da a conocer que la proteina hidréfoba vegetal es una proteina de una planta de cereal; preferiblemente una
proteina de una planta seleccionada de maiz, trigo, cebada, arroz, mijo y sorgo; mas preferiblemente de maiz. La
proteina hidréfoba vegetal es una proteina encontrada en un grano.

La proteina hidrofoba vegetal es una prolamina, preferiblemente una prolamina seleccionada de gliadina, hordeina,
secalina, zeina, kafirina, panicina, orzenina y avenina; mas preferiblemente, la prolamina se selecciona de gliadina,
hordeina, secalina, zeina, kafirina y avenina; incluso mas preferiblemente, se selecciona de zeina, gliadina, hordeina
y kafirina; siendo lo mas preferido zeina.

La concentracion de dicha proteina hidréfoba vegetal, en el disolvente organico no volatil miscible en agua para
formar una disolucién puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizaciéon particular, la
concentracion de la proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente zeina, en dicha disolucidn organica esta
comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% y el 30% (p/v), mas preferiblemente entre
el 1% y el 15% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 1% y el 10% (p/v); en una realizacion especifica, la
concentracion de la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, en la disolucion organica es de entre el 2,5y
el 5% (p/v).

La disolucién organica que contiene una proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente zeina, puede prepararse
disolviendo dicho producto en el disolvente organico. En una realizacién particular, el disolvente organico es un poliol
no volatil miscible en agua, por ejemplo, PG. En otra realizacion particular, el disolvente organico es una mezcla de
disolventes binaria o ternaria no volatil miscible en agua que contiene al menos uno o dos polioles y opcionalmente
un disolvente distinto de un alcohol tal como un polioxiglicérido, por ejemplo, un caprilocaproil macrogol-glicérido,
copolimero de polioxietileno-polioxipropileno (Lutrol® L 44, Poloxamer USP-NF) o un derivado de acido graso.
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Segun el procedimiento [1] de la invencidn, se pone en contacto una disolucion organica que contiene una proteina
hidréfoba vegetal en al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, con un no disolvente de proteina
hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso, que actia como no disolvente de proteina hidréfoba que puede
mezclarse con el disolvente usado en la disolucion organica. Esta produce la precipitacion de la proteina hidréfoba
con el fin de formar las nanoparticulas. En una realizacién preferida, se pone en contacto una disolucién organica
que contiene zeina en PG con un medio acuoso, que actia como no disolvente de proteina hidréfoba miscible en
PG, produciendo asi la precipitacion de la zeina y la formacion de nanoparticulas.

En una realizacion particular, el medio acuoso comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. Esta
etapa se realiza a una temperatura adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 150°C, preferiblemente de
entre 10°C y 40°C, mas preferiblemente de entre 15°C y 25°C. Posteriormente, si se desea, la suspension de
nanoparticulas obtenida se somete a un tratamiento adecuado para eliminar el disolvente organico. La eliminacion
del disolvente organico puede realizarse mediante cualquier método convencional, dependiendo de la naturaleza del
disolvente que va a eliminarse, conocido por el experto en la técnica incluyendo, por ejemplo, centrifugacion, didlisis,
etc. En una realizacion particular, cuando el disolvente organico es PG, la suspension de nanoparticulas se
centrifuga con el fin de eliminar dicho poliol. Alternativamente, la suspensién de nanoparticulas puede secarse
mediante técnicas diferentes, por ejemplo, liofilizacién con algunos excipientes tales como azulcares, sales,
polisacaridos o tensioactivos.

En una realizacion preferida, el medio comprende ademas un tensioactivo y/o un polimero polianiénico.

Alternativamente, dichas nanoparticulas pueden producirse in situ mediante el mezclado de la proteina hidréfoba
vegetal disuelta en una disolucion organica no volatil miscible en agua con cualquier fluido corporal, en las que la
proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en las que el disolvente organico no volatil miscible en agua es
propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios. Para ese fin, la disolucion
organica en la que el disolvente de proteina es un disolvente no volatil miscible en agua (tal como un alcohol no
volatil miscible en agua, por ejemplo, PG, o un disolvente no volatil miscible en agua distinto de un alcohol, por
ejemplo, acido lactico, trietanolamina) que contiene la proteina hidréfoba vegetal se prepara mezclando dicha
proteina hidroéfoba vegetal con dicho disolvente organico, y luego mezclando dicha disolucién organica que contiene
la proteina hidroéfoba vegetal con un medio acuoso, tal como un fluido corporal, por ejemplo, fluido gastrointestinal,
sangre, fluido intravitreo, fluido subcutaneo, fluido vaginal, etc., y, por consiguiente, se forman directamente
nanoparticulas autoensambladas in situ de la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina (ZSNP).

Segun esta realizacion, si la disolucidon organica que contiene la proteina hidréfoba vegetal es una disolucion en la
que el disolvente es un poliol no volatil miscible en agua, por ejemplo, PG, y dicha disolucion de poliol no volatil que
contiene la proteina hidréfoba vegetal se administra como tal mediante una via adecuada que permita el contacto de
dicha disolucién o suspension con un fluido corporal, por ejemplo, via oral, parenteral, rectal, vaginal, o similar, a un
sujeto (por ejemplo, un animal incluyendo un ser humano), entonces se forman las nanoparticulas in situ mediante el
autoensamblaje de las cadenas de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente cadenas de zeina, en contacto con
dicho fluido corporal adecuado que comprende un medio acuoso.

Por tanto, la disoluciéon que contiene una proteina hidréfoba vegetal en un medio, comprendiendo dicho medio al
menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente, un medio acuoso, en la que la cantidad
de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas, en la que el medio
que comprende al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua no comprende un disolvente organico
volatil, en la que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal estd comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v),
preferiblemente entre el 0,01% y el 40% (p/v), mas preferiblemente entre el 0,01% y el 30% (p/v), todavia mas
preferiblemente entre el 0,01% y el 20% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 0,01% y el 15% (p/v), incluso
mas preferiblemente entre el 0,01% y el 10% (p/v), incluso mas preferiblemente entre el 0,01% y el 5% (p/v), lo mas
preferido entre el 0,01% y el 2,5% (p/v), con la condicion de que cuando la proteina hidréfoba vegetal es gliadina,
entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor del 0,1%, en la que la proteina hidrofoba vegetal es una
prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de
propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios, constituye un aspecto adicional de la presente invencion.
En una realizacion preferida la proteina hidréfoba vegetal de dicha disolucion se selecciona de hordeina, secalina,
zeina, kafirina, panicina, orzenina y avenina; mas preferiblemente se selecciona de hordeina, secalina, zeina,
kafirina y avenina; aun mas preferiblemente se selecciona de zeina, hordeina y kafirina; lo mas preferiblemente es
zeina. En ofra realizacion, la cantidad de proteina hidréfoba vegetal en dicha disolucion es mayor de 0,1% (p/v), al
menos 0,2% (p/v), al menos 0,5% (p/v), al menos 1% (p/v), al menos 5% (p/v), al menos 10% (p/v), al menos 15%
(p/v), al menos 20% (p/v), al menos 25% (p/v), al menos 30% (p/v), al menos 35% (p/v), al menos 40% (p/v) y no
mas del 50% (p/v).

Dicha disolucion debe poder formar nanoparticulas de proteina hidréfoba vegetal cuando se mezcla con una
cantidad apropiada de no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso. Dicha
disolucion organica puede usarse para producir nanoparticulas, principalmente nanoesferas de matriz, en las que
dicha matriz comprende una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua, tras entrar en contacto con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente con un medio
acuoso, preferiblemente con un fluido biolégico. En una realizacion particular, el disolvente organico no volatil
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miscible en agua es propilenglicol, y el medio acuoso comprende agua, preferiblemente es un fluido bioldgico. En
una realizacion preferida, el medio comprende una mezcla binaria o ternaria de un disolvente organico no volatil
miscible en agua. La proteina hidrofoba vegetal de la invenciéon es una prolamina, preferiblemente zeina. En una
realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua de la invencién es propilenglicol. En una
realizacion preferida, la disolucién o suspension comprende ademas un tensioactivo y/o un polimero polianiénico.

La cantidad de no disolvente de proteina hidroéfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso, que es necesaria para
formar las nanoparticulas depende, entre otros factores, de la concentracion de dicha proteina hidréfoba vegetal en
la disolucion o suspension hidro-organica que contiene dicha proteina hidréfoba, y del no disolvente de proteina
hidréfoba vegetal seleccionado; no obstante, en una realizacion particular, la razén de no disolvente de proteina
hidréfoba vegetal:disolvente organico no volatil miscible en agua esta comprendida entre 0,01:1 (v/v) y 1000:1 (v/v),
preferiblemente entre 0,5:1 (v/v) y 10:1 (v/v), mas preferiblemente es de aproximadamente 4:1 (v/v).

La concentracion de la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, en la disolucion de disolvente organico no
volatil miscible en agua que contiene dicha proteina puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, la
concentracion de la proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente zeina, en dicha disolucidon organica esta
comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% y el 30% (p/v), mas preferiblemente entre
el 1% y el 15% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 2% y el 10% (p/v) con la condicién de que cuando la
proteina hidroéfoba vegetal es gliadina, entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor del 0,1%; en una
realizacion especifica, la concentracion de la proteina hidréfoba, preferiblemente zeina, en la disolucion organica es
de aproximadamente el 2-5% (p/v).

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera de matriz que
comprende un producto de interés (POIl), en donde dicha nanoesfera de matriz comprende una matriz,
comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua, denominado mas adelante en el presente documento “procedimiento [2] de la invencién”, que comprende:
poner en contacto una disolucion o suspension que comprende dicho POI y dicha proteina hidrofoba vegetal,
disueltos en al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, con un no disolvente de proteina hidréfoba
vegetal, preferiblemente un medio acuoso, con el fin de formar dicha nanoesfera de matriz y en el que la disolucién o
suspension que comprende la proteina hidréfoba vegetal y el producto de interés no comprende un disolvente
organico volatil, en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en el que el disolvente organico no volatil
miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios. El
procedimiento [2] de la invencion produce nanoparticulas “cargadas” de la invencién, concretamente, nanoesferas
de matriz cargadas con al menos un producto de interés (POI). Segun el procedimiento [2] de la invencién, se pone
en contacto la disolucién o suspensién organica no volatil miscible en agua que comprende un POI y una proteina
hidréfoba vegetal con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso. El POI
puede ser un compuesto hidréfobo, hidréfilo o anfifilico. En el caso de los compuestos hidrofilos, puede afadirse
opcionalmente un pequefio porcentaje de agua al disolvente organico no volatil miscible en agua que contiene zeina
en un porcentaje que no debe producir la precipitacion de zeina.

En resumen, una disolucion o suspension que comprende un POl y una proteina hidréfoba vegetal en un disolvente
organico no volatil miscible en agua puede obtenerse mediante medios convencionales conocidos por el experto en
la técnica, por ejemplo, mezclando una disoluciéon o suspension de disolvente organico no volatil miscible en agua
que comprende un POI y una proteina hidréfoba (que puede obtenerse disolviendo o suspendiendo el POl en un
disolvente organico no volatil miscible en agua adecuado que contiene una proteina hidrofoba), o alternativamente,
una disolucion o suspension acuosa de dicho POI (que puede obtenerse disolviendo o suspendiendo el POI en un
medio acuoso, en el que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para
formar nanoparticulas, por ejemplo, un medio que comprende agua, preferiblemente, agua que actia como no
disolvente de proteina miscible en agua), con una disolucion organica de la proteina hidréfoba vegetal, en
condiciones adecuadas para obtener dicha disolucion o suspension que comprende un POl y una proteina hidréfoba
vegetal. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas condiciones de operacién incluyen agitar, a temperatura
ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado, por ejemplo, desde 1 hasta 30 minutos, normalmente, inferior a
15 minutos, preferiblemente de aproximadamente 5 minutos.

Los detalles del POI se han mencionado anteriormente en la seccion “Definiciones”.

Los detalles de la proteina hidréfoba vegetal se han mencionado anteriormente en relacién con el procedimiento [1]
de la invencién, asi como con los detalles de la disolucion de la proteina hidréfoba vegetal, por ejemplo, alcoholes,
concentracion, etc. La proteina hidrofoba vegetal es una prolamina, preferiblemente zeina. Los detalles del
disolvente organico no volatil miscible en agua se han mencionado anteriormente en relacion con el procedimiento
[1] de la invencion. El alcohol presente en la disolucion alcohdlica es un poliol, preferiblemente un glicol, mas
preferiblemente es propilenglicol (PG).

Todas las realizaciones dadas a conocer en relaciéon con el procedimiento [1] de la invencién también pueden
aplicarse al procedimiento [2] de la invencidn.

Segun el procedimiento [2] de la invencion, se pone en contacto una disolucién o suspension de una proteina
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hidréfoba vegetal en un disolvente organico no volatil miscible en agua que comprende un POI con un no disolvente
de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso, es decir, un medio que comprende agua, que actua
como no disolvente de polimero miscible en agua, con el fin de formar las nanoparticulas cargadas con dicho POI
(“nanoparticulas cargadas con POI”). En una realizacion particular, el no disolvente de proteina hidrofoba vegetal
comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. La razén de volumen entre el disolvente de proteina
(alcohol, por ejemplo, PG) y el no disolvente de proteina (por ejemplo, agua) [disolvente:no disolvente] puede variar
dentro de un amplio intervalo, normalmente entre 1:0,001 (v/v) y 1:5000 (v/v), preferiblemente entre 1:4 (v/iv) y 1:5
(v/v).

La etapa de poner en contacto la disolucion o suspension de proteina hidréfoba vegetal en el disolvente organico no
volatil miscible en agua que comprende POI con el medio no disolvente de proteina se realiza a una temperatura
adecuada, comprendida normalmente entre 1°C y 150°C, preferiblemente, entre 10°C y 40°C, y mas preferiblemente
entre 15°C y 25°C.

Posteriormente, si es necesario, la suspension de nanoparticulas cargadas con POI asi obtenida se somete a un
tratamiento adecuado para eliminar el disolvente organico no volatil miscible en agua con el fin de obtener una
suspension no disolvente de proteina, preferiblemente una suspensién acuosa, de nanoparticulas cargadas con POI
libre de polioles. La eliminacién del disolvente organico no volatil miscible en agua (preferiblemente poliol) puede
realizarse mediante métodos convencionales conocidos por el experto en la técnica incluyendo, por ejemplo,
centrifugacion o dialisis, etc.; en una realizacion particular, se centrifuga la suspensiéon de nanoparticulas cargadas
con POl para eliminar el PG. Sin embargo, cuando el disolvente es PG no es necesario eliminarlo puesto que puede
usarse en seres humanos mediante las vias oral o parenteral.

En una realizacion preferida, el medio comprende ademas un tensioactivo y/o un polimero polianiénico.

Segun el procedimiento [2] de la invencion, con el fin de obtener (“nanoparticulas cargadas con POI”), se pone en
contacto una disolucion o suspension de zeina en disolvente organico no volatil que comprende un POI en forma de
suspension o disoluciéon con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente con un medio acuoso,
es decir, un medio que comprende agua, que actia como no disolvente de zeina miscible en agua,
espontaneamente o con agitaciéon magnética. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas condiciones de
operacion incluyen agitar, a temperatura ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado, por ejemplo, desde 1
hasta 30 minutos.

Alternativamente, debido a la posibilidad de que la proteina hidréfoba vegetal forme nanoparticulas
autoensambladas in situ (ZSNP), la invencién proporciona un procedimiento adicional para producir una nanoesfera
de matriz que comprende una matriz y un producto de interés (POI), comprendiendo dicha matriz una proteina
hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, que comprende poner en contacto
una disolucion o suspension organica que comprende dicho POI y dicha proteina hidréfoba vegetal, en el que dicha
disolucion o suspension organica comprende un disolvente no volatil miscible en agua, con un fluido corporal, por
ejemplo, fluido gastrointestinal, sangre, fluido intravitreo, fluido vaginal etc., y, por consiguiente, se forman
directamente nanoparticulas autoensambladas in situ de la proteina hidréfoba vegetal cargadas con POl (ZSNP
cargadas). Este procedimiento produce nanoparticulas “cargadas” de la invencion, concretamente nanoesferas de
matriz autoensambladas in situ cargadas con al menos un POI. Segun este procedimiento, se pone en contacto una
disolucion o suspension organica que comprende un POI y una proteina hidréfoba vegetal, en al menos un
disolvente no volatil miscible en agua con un fluido corporal acuoso, en el que la proteina hidréfoba vegetal es una
prolamina, y en el que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de
propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Este procedimiento es util cuando el POl es un compuesto hidréfobo, hidréfilo o anfifilico. En resumen una disolucion
0 suspension organica que comprende un POI y una proteina hidroéfoba vegetal en un disolvente no volatil miscible
en agua se obtiene mezclando una disolucién o suspension de dicho POI (que puede obtenerse disolviendo o
dispersando el POI en un disolvente no volatil miscible en agua o en un medio acuoso en el que la cantidad de
medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas) con una disolucion de
dicha proteina hidréfoba vegetal en un disolvente organico no volatil miscible en agua, en condiciones adecuadas
para obtener dicha disolucién o suspension que comprende un POl y una proteina hidréfoba vegetal, particularmente
zeina, en un disolvente no volatil miscible en agua.

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas condiciones de operacion para obtener la disolucidon o suspension
de POl:proteina en un disolvente organico no volatil incluyen agitar a temperatura ambiente, durante un periodo de
tiempo adecuado, por ejemplo, desde 1 hasta 30 minutos, preferiblemente de aproximadamente 20 minutos,
normalmente, inferior a 15 minutos, preferiblemente de aproximadamente 5 minutos. Aunque los disolventes de
dichas disoluciones o suspensiones (la disolucion o suspension del POl y la disolucion de la proteina hidréfoba
vegetal) pueden ser diferentes, en la practica se prefiere que el disolvente de ambas disoluciones o suspensiones
sea el mismo; en una realizacién particular, dicho disolvente es un poliol tal como PG.

Los detalles del POl se han mencionado anteriormente en la seccién “Definiciones”. Los detalles de la proteina
hidréfoba vegetal, una prolamina, mas preferiblemente zeina, se han mencionado anteriormente en relacion con el
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procedimiento [1] de la invencion. Los detalles del disolvente organico no volatil soluble en agua se han mencionado
anteriormente en relacion con el procedimiento [1] de la invencion.

Tal como se menciond anteriormente, el disolvente es un disolvente no volatil miscible en agua (propilenglicol o una
mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios), en el que puede solubilizarse la proteina
hidréfoba vegetal, preferiblemente un disolvente no volatil miscible en agua farmacéutica o cosméticamente
aceptable. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes primarios no volatiles miscibles en agua, incluyen
alcoholes no volatiles miscibles en agua, por ejemplo, PG, etc. Elllos disolvente(s) primario(s) no volatil(es)
miscible(s) en agua puede(n) mezclarse en proporciones apropiadas con un disolvente secundario, por ejemplo
disolventes no volatiles miscibles en agua distintos de alcoholes, tales como polioxiglicéridos, por ejemplo,
caprilocaproil polioxi-glicéridos (Labrasol®), derivados de acidos grasos, por ejemplo, sus derivados de PG o PEG,
etc., y cualquier mezcla de los mismos, por ejemplo, una mezcla de dos o mas alcoholes no volatiles miscibles en
agua, una mezcla de dos o mas disolventes no volatiles miscibles en agua distintos de alcoholes, o una mezcla de al
menos un alcohol no volatil miscible en agua y al menos un disolvente no volatil miscible en agua distinto de un
alcohol. En una realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol.

La concentracion de dicha proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente zeina, en la disolucidon o suspensiéon que
comprende dicho POI y dicho disolvente no volatil miscible en agua puede variar dentro de un amplio intervalo; no
obstante, en una realizacién particular, la concentraciéon de la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, en
dicha disolucion o suspensién estd comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% y el
30% (p/v), mas preferiblemente entre el 1% y el 15% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 1% y el 10% (p/v);
en una realizacion especifica, la concentracion de la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, en la
disolucién organica o suspension es de aproximadamente el 2,5% (p/v).

Segun el procedimiento [2] de la invencion, se pone en contacto una disoluciéon o suspensiéon que comprende un POI
y una proteina hidréfoba vegetal en un disolvente no volatil miscible en agua con un fluido corporal acuoso, por
ejemplo, fluidos gastrointestinales, para formar las nanoparticulas cargadas con dicho POI (“nanoparticulas
cargadas con POI”) mediante el autoensamblaje in situ de las cadenas de proteina. En una realizacion particular, el
fluido corporal acuoso comprende fluido intestinal simulado. Esta etapa se realiza a una temperatura adecuada, de
entre 10°C y 50°C, y mas preferiblemente de entre 35°C y 37°C.

La disolucién o suspension que contiene una proteina hidréfoba vegetal y un producto de interés disuelto o
suspendido en un medio, comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua vy,
opcionalmente, un tensioactivo y, opcionalmente, un medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es
inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas, en la que el medio que comprende al
menos un disolvente organico no volatil miscible en agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la
cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el
0,01% y el 40% (p/v), mas preferiblemente entre el 0,01% y el 30% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el
0,01% y el 20% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 0,01% y el 15% (p/v), incluso mas preferiblemente entre
el 0,01% y el 10% (p/v), incluso mas preferiblemente entre el 0,01% y el 5% (p/v), lo mas preferido entre el 0,01% y
el 2,5% (p/v), en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil
miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios,
constituye un aspecto adicional de la presente invencion. En una realizacion preferida la proteina hidréfoba vegetal
de dicha disolucion o suspension se selecciona de hordeina, secalina, zeina, kafirina, panicina, orzenina y avenina;
mas preferiblemente se selecciona de hordeina, secalina, zeina, kafirina y avenina; adn mas preferiblemente se
selecciona de zeina, hordeina y kafirina; lo mas preferiblemente es zeina. En otra realizacion, la cantidad de
proteina hidréfoba vegetal en dicha disolucién o suspension es mayor de 0,1% (p/v), al menos 0,2% (p/v), al menos
0,5% (p/v), al menos 1% (p/v), al menos 5% (p/v), al menos 10% (p/v), al menos 15% (p/v), al menos 20% (p/v), al
menos 25% (p/v), al menos 30% (p/v), al menos 35% (p/v), al menos 40% (p/v) y no mas del 50% (p/v). En otra
realizacion la cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta comprendida entre 0,01% y 50% con la condicion de que
cuando la proteina hidréfoba vegetal es gliadina, entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor de
0,1%. Dicha disolucion o suspension debe poder formar nanoparticulas de proteina hidréfoba vegetal cuando se
mezcla con una cantidad apropiada de no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio
acuoso. Dicha disolucién o suspension organica puede usarse para producir nanoparticulas cargadas con POI,
principalmente nanoesferas de matriz en las que dicha matriz comprende una proteina hidréfoba vegetal y al menos
un disolvente organico no volatil miscible en agua, tras entrar en contacto con un medio no disolvente de proteina,
preferiblemente con un medio acuoso, mas preferiblemente con un fluido biolégico. En una realizacién particular, el
disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol, y el no disolvente de proteina hidréfoba vegetal es
un medio acuoso que comprende agua, y preferiblemente es un fluido biolégico. En una realizaciéon preferida, el
medio comprende una mezcla binaria o ternaria de un disolvente organico no volatil miscible en agua. La proteina
hidréfoba vegetal es una prolamina, preferiblemente zeina. En una realizacion preferida, el disolvente organico no
volatil miscible en agua es propilenglicol. En una realizacién preferida, la disolucidon o suspension comprende
ademas un tensioactivo y/o un polimero polianionico.

En el tercer aspecto, la invencion también se refiere a un procedimiento para producir una nanocapsula vesicular de
nucleo-corteza que comprende un producto de interés (POI) asociado con nucleo-corteza, comprendiendo dicha
nanocapsula vesicular de nucleo-corteza un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una proteina

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 644 234 T3

hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, denominado mas adelante en el
presente documento “procedimiento [3] de la invencidon”, que comprende poner en contacto una disolucion,
suspension o emulsion que comprende dicho POI y dicha proteina hidréfoba vegetal en al menos un disolvente
organico no volatil miscible en agua, con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio
acuoso, con el fin de formar dicha nanocapsula vesicular de nucleo-corteza y en el que la disolucién, suspension o
emulsion que comprende la proteina hidréfoba vegetal y el producto de interés no comprende un disolvente organico
volatil, en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en el que el disolvente organico no volatil miscible
en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios. La disolucion,
suspension o emulsion que comprende un POI y una proteina hidréfoba vegetal, se pone en contacto con el no
disolvente de proteina, preferiblemente un medio acuoso, en ausencia o en presencia de un tensioactivo u otros
excipientes. En una realizacion particular, la disolucion, suspension o emulsion que comprende un POl y una
proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente zeina, se pone en contacto con un medio acuoso en presencia de un
tensioactivo.

El procedimiento [3] de la invencién produce nanoparticulas “cargadas” de la invencion, concretamente,
“nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza” cargadas con al menos un POIl. El POI puede estar dentro de la
nanocapsula o adsorberse sobre la superficie de la nanocapsula de corteza.

Los detalles del POI se han definido en la seccién “Definiciones”.

El POI puede estar en estado liquido, semisélido o sélido. En una realizaciéon particular, dicho POI es un aceite. Las
nanocapsulas de nucleo-corteza, preferiblemente las nanocapsulas de zeina (ZSNC) pueden obtenerse mediante o
bien una técnica de nanoprecipitacion in situ-deposicién en superficie o una técnica de emulsificacion-deposicién en
superficie in situ. La técnica de nanoprecipitacion in situ-deposicion en superficie se usa cuando el aceite es miscible
con PG, y la técnica de emulsificacién-deposicion en superficie in situ cuando el material aceitoso es inmiscible con
PG.

En otra realizacion particular, dicho POI se disuelve, emulsiona o dispersa en un disolvente organico no volatil
miscible en agua en el que se disolvio la proteina hidréfoba vegetal. En otra realizacion particular, dicho POI es un
farmaco, un cosmético o un producto alimenticio en forma de una disolucién o suspension aceitosa o en forma de
una disolucién o dispersion en un disolvente inmiscible en agua.

En ofra realizacion particular, dicho POI es un excipiente, por ejemplo parafina liquida o un lipido fundido tal como
cera. Dicho excipiente esta contenido en el nucleo de la nanocapsula vesicular de nlcleo-corteza.

Segun el procedimiento [3] de la invencion, dicho POI puede ser, como ejemplo, (i) un aceite volatil tal como aceite
de menta esencial, eugenol, aceite de canela, aceite de tomillo (Thymus vulgaris) o sus componentes quimicos (es
decir, mentol, mentona, etc.) que son miscibles con disolventes organicos no volatiles que comprenden una proteina
hidréfoba vegetal, lo que conduce a la formacién de una disolucién organica que contiene aceite y proteina; (ii)
aceites volatiles tales como aceite esencial de limén o sus componentes quimicos (es decir, limoneno) que son
inmiscibles con disolventes organicos no volatiles que comprenden una proteina hidréfoba vegetal, lo que conduce a
la formacion de una emulsion que contiene gotitas de aceite y disolucién de proteina (iii) aceites no volatiles o acidos
grasos, en estado liquido, semisolido o sodlido, por ejemplo acido oleico o acido linoleico, que son miscibles o
inmiscibles con disolventes organicos no volatiles que comprenden una proteina hidréfoba vegetal, lo que conduce a
la formacién de una disolucion o emulsién organica de dicho aceite en la disolucion de proteina.

Los detalles del disolvente organico no volatil miscible en agua se han mencionado anteriormente en relacion con el
procedimiento [1] de la invencion. En una realizacion particular, el disolvente organico no volatil miscible en agua es
propilenglicol (PG).

Los detalles de la proteina hidréfoba vegetal se han mencionado anteriormente en relacién con el procedimiento [1]
de la invencion. La proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, preferiblemente zeina.

Todas las realizaciones dadas a conocer en relaciéon con el procedimiento [1] de la invencién también pueden
aplicarse al procedimiento [3] de la invencion.

Segun el procedimiento [3] de la invencion, se pone en contacto una disolucién, suspension o emulsion que
comprende un POI y una proteina hidréfoba vegetal con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal,
preferiblemente con un medio acuoso, en ausencia o presencia de un tensioactivo o en presencia de otros
excipientes. Este procedimiento es particularmente util cuando el POI es un compuesto hidréfobo, hidréfilo o
anfifilico.

En resumen, una disolucion, suspension o emulsion que comprende un POI y una proteina hidréfoba vegetal se
obtiene mezclando, disolviendo o emulsionando un POI en una disolucidon organica de una proteina hidréfoba
vegetal en un disolvente organico no volatil miscible en agua en condiciones adecuadas para obtener dicha
disolucién, suspension o emulsion que comprende un POl y una proteina hidréfoba vegetal.

El disolvente organico no volatil miscible en agua que va a mezclarse tanto con el POl como con la disolucion de la
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proteina hidréfoba vegetal, en una realizacién particular, puede ser el mismo o diferente del disolvente que forma la
disolucion de la proteina hidrofoba vegetal.

La disolucion, suspension o emulsién organica que contiene tanto el POl como la proteina hidréfoba vegetal,
preferiblemente zeina, puede ser un poliol no volatil miscible en agua, preferiblemente PG. Ejemplos de dichas
disoluciones organicas incluyen practicamente cualquier disolvente no volatil miscible en agua, preferiblemente un
alcohol farmacéutica, alimentaria o cosméticamente aceptable, por ejemplo, un poliol, por ejemplo, PG, etc., o
cualquier mezcla de polioles, o al menos un poliol, por ejemplo, PG y al menos un disolvente no volatil miscible en
agua distinto de poliol, tal como polioxiglicéridos, por ejemplo, caprilocaproil polioxi-glicéridos (Labrasol®), derivados
de acidos grasos, por ejemplo, sus derivados de PG o PEG, etc. En una realizacién particular, el disolvente organico
no volatil miscible en agua que va a mezclarse con tanto el POl como con la disolucién de dicha proteina hidréfoba
vegetal es PG (cuando la fase liquida que comprende el POI es altamente soluble en PG).

Dependiendo, entre otras caracteristicas, de la solubilidad o miscibilidad del POl en un disolvente organico no volatil
miscible en agua que contiene la proteina hidréfoba vegetal, puede obtenerse una disolucion, suspension o emulsion
(“el tamario de gotita de aceite en el intervalo de 10-999 nm”) en presencia o ausencia de tensioactivos.

En una realizacion particular, se pone en contacto una disolucién, suspensiéon o emulsion que comprende un POl y
una proteina hidréfoba vegetal, en ausencia o presencia de un tensioactivo, con un no disolvente de proteina
hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso, en ausencia o presencia de un tensioactivo o de otros
excipientes para formar una nanocapsula vesicular de nicleo-corteza.

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de las condiciones de operacion para obtener la disolucién, suspension o
emulsién que comprende un POl y una proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, en un disolvente organico
no volatil miscible en agua, particularmente PG, incluyen sonicaciéon, homogeneizacion a alta cizalladura o agitacion,
a temperatura ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado, por ejemplo, desde 1 hasta 30 minutos,
normalmente, inferior a 15 minutos, preferiblemente de aproximadamente 5 minutos si es necesario usar agitacion.

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de las condiciones de operacion para obtener nanocapsulas de nucleo-
corteza incluyen mezclar la disolucién, suspension o emulsién que comprende un POl y una proteina hidréfoba
vegetal, preferiblemente zeina, en un disolvente organico no volatil miscible en agua, particularmente PG, con un no
disolvente de proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso, con agitacién suave durante un periodo
de tiempo adecuado, a temperatura ambiente, por ejemplo, desde 1 hasta 30 minutos, normalmente, inferior a 15
minutos, preferiblemente de aproximadamente 5 minutos si es necesario usar agitacion.

La razén de POl:disolvente no volatil miscible en agua en peso en volumen (mg/ml) puede variar dentro de un
amplio intervalo; no obstante, en una realizacién particular, dicha razén de POl:disolvente no volatil miscible en agua
esta comprendida entre 0,001:1 y 104:1, preferiblemente entre 0,01:1 y 50:1.

Los detalles del POI se han mencionado anteriormente en la seccion “Definiciones”; no obstante, es este caso, el
POI debe ser de caracteristicas inmiscibles en agua y capaz de formar una disolucién, suspensiéon o emulsiéon en un
disolvente no volatil miscible en agua que contiene una proteina hidréfoba vegetal. Por tanto, en una realizacion
particular, el POI es un aceite o grasas solidas, por ejemplo, un aceite esencial, aceite mineral, grasas solidas (es
decir, cera). En ofra realizacion particular, el POI se disuelve, suspende o emulsiona en un disolvente miscible en
agua, por ejemplo, un poliol, tal como PG y por tanto forma una disolucién de una fase o una emulsién de dos fases,
etc. Por tanto, practicamente cualquier POl que pueda disolverse, dispersarse o emulsionarse en un disolvente no
volatil miscible en agua, que comprenda una proteina hidréfoba vegetal, puede usarse dentro del contexto del
procedimiento [3] de la invencion.

En una realizacion especifica, dicho POI es un farmaco o un producto cosmético o alimenticio que se disuelve,
dispersa o emulsiona en un disolvente no volatil miscible en agua que comprende tanto POl como una proteina
hidroéfoba vegetal, preferiblemente zeina.

En una realizaciéon especifica, dicho POI puede incluir un farmaco o un producto cosmético o alimenticio que se
disuelve, dispersa o emulsiona en otro POI.

Segun el procedimiento [3] de la invencion, se pone en contacto un disolvente organico no volatil miscible en agua
que comprende un POI en forma de disolucion o suspension o emulsidon y una proteina hidréfoba vegetal, por
ejemplo, una disolucién, suspension o emulsion aceitosa, con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal,
preferiblemente un medio acuoso, es decir, un medio que comprende agua, no disolvente, opcionalmente en
presencia de un tensioactivo, con el fin de formar las nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza cargadas con
dicho POI (“nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza cargadas con POI”). En una realizacién particular, el no
disolvente de proteina comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. La razén en volumen de la
fase de (disolucion o suspension o emulsion que comprende el POl y la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
zeina):no disolvente de proteina puede variar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, entre 1:0,5 y 1:10° (v/v),
preferiblemente entre 1:0,5 y 1:1000 (v/v), mas preferiblemente entre 1:50 y 1:100, e incluso mas preferiblemente
entre 1:2y 1:10.
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En una realizacion preferida, el medio comprende ademas un tensioactivo y o un polimero polianiénico.

Aunque no es necesario usar tensioactivos para producir las nanocapsulas vesiculares de nucleo-corteza
proporcionadas por la presente invencion, en la practica puede ser de interés usar un tensioactivo, por ejemplo, uno
hidrofilo, hidréfobo o mezclas de los mismos, con el fin de obtener el HLB adecuado. Los ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de tensioactivos que pueden usarse dentro del contexto de la presente invencion incluyen tensioactivos
no iénicos, por ejemplo, polisorbatos (es decir, liquidos aceitosos derivados de sorbitano pegilado esterificado con
acidos grasos, por ejemplo, acido laurico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, etc.; se hace referencia a
ésteres de sorbitano sencillo (no pegilado) con acidos grasos mediante el nombre “Span”), derivado de polioxietileno
de monolaurato de sorbitano (Tween® 20), derivado de polioxietileno de oleato de sorbitano (Tween® 80), etc.,
tensioactivos anionicos, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), etc., copolimeros de bloque a base de éxido de
etileno y 6xido de propileno comercializados como Pluronics® por BASF, poli(alcohol vinilico) (PVA), etc. En una
realizacion particular, el tensioactivo es TPGS (succinato de alfa-tocoferilo esterificado con PEG1000). La cantidad
del tensioactivo puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacién particular, la
concentracion de tensioactivo estd comprendida entre el 0,001% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,01% vy el
10% (p/v), mas preferiblemente entre el 0,05% y el 5% (p/v).

Esta etapa se realiza a una temperatura adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente,
entre 15°C y 50°C.

La disolucion, suspension o emulsidon que contiene una proteina hidréfoba vegetal y un producto de interés disuelto,
suspendido o emulsionado en un medio, comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil
miscible en agua y, opcionalmente, un tensioactivo y, opcionalmente, un medio acuoso, en la que la cantidad de
medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas, en la que el medio
que comprende al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua no comprende un disolvente organico
volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal estd comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v),
preferiblemente entre el 0,01% y el 40% (p/v), mas preferiblemente entre el 0,01% y el 30% (p/v), todavia mas
preferiblemente entre el 0,01% y el 20% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 0,01% y el 15% (p/v), incluso
mas preferiblemente entre el 0,01% y el 10% (p/v), incluso mas preferiblemente entre el 0,01% y el 5% (p/v), lo mas
preferido entre el 0,01% y el 2,5% (p/v), en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el
disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes
primarios y/o secundarios, constituye un aspecto adicional de la presente invenciéon. En una realizacion preferida la
proteina hidréfoba vegetal de dicha disolucion, suspension o emulsiéon se selecciona de hordeina, secalina, zeina,
kafirina, panicina, orzenina y avenina; mas preferiblemente se selecciona de hordeina, secalina, zeina, kafirina y
avenina; aun mas preferiblemente se selecciona de zeina, hordeina y kafirina; lo mas preferiblemente es zeina. En
otra realizacion, la cantidad de proteina hidréfoba vegetal en dicha disolucién, suspensién o emulsién es mayor de
0,1% (p/v), al menos 0,2% (p/v), al menos 0,5% (p/v), al menos 1% (p/v), al menos 5% (p/v), al menos 10% (p/v), al
menos 15% (p/v), al menos 20% (p/v), al menos 25% (p/v), al menos 30% (p/v), al menos 35% (p/v), al menos 40%
(p/v) y no mas del 50% (p/v). En ofra realizacién la cantidad de proteina hidréfoba vegetal estd comprendida entre
0,01% y 50% con la condicion de que cuando la proteina hidréfoba vegetal es gliadina, entonces la cantidad de
proteina hidréfoba vegetal es mayor de 0,1%. Dicha disolucién, suspension o emulsién debe poder formar
nanoparticulas de proteina hidréfoba vegetal cuando se mezcla con una cantidad apropiada de no disolvente de
proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente agua. Dicha disolucion, suspensién o emulsion organica puede usarse
para producir nanoparticulas cargadas con POI, principalmente nanocapsulas de nucleo-corteza en las que dicha
corteza comprende una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,
tras entrar en contacto con un no disolvente de proteina hidrofoba vegetal, preferiblemente un medio acuoso,
preferiblemente con un fluido bioldgico. En una realizacion particular, el disolvente organico no volatil miscible en
agua es propilenglicol, y el no disolvente de proteina comprende agua, y preferiblemente es un fluido biolégico. En
una realizacion preferida, el medio comprende una mezcla binaria o terciaria de un disolvente organico no volatil
miscible en agua. En una realizacion preferida, la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, preferiblemente
zeina. En una realizacion preferida, el disolvente organico no volatil miscible en agua es un poliol, preferiblemente es
un glicol, mas preferiblemente propilenglicol. En una realizaciéon preferida, la disolucién o suspension comprende
ademas un tensioactivo y/o un polimero polianionico.

Si se desea, las nanoparticulas de la invencion, tanto las que estan cargadas con un POI (nanoparticulas cargadas
con POI) como las que no estan cargadas (nanoparticulas “vacias”), pueden incorporar un antioxidante, por ejemplo,
acido ascorbico (vitamina C), etc., en su formulaciéon para el fin de aumentar su estabilidad con respecto a la
temperatura y oxidacion. En este caso, dicho antioxidante podria encapsularse conjuntamente con el POI (cuando
sea apropiado) o en el recubrimiento de las nanoparticulas de la invencion; con ese fin, dichos procedimientos [1] a
[3] de la invencién se adaptaran adecuadamente para incorporar el antioxidante en la formulaciéon de las
nanoparticulas, por ejemplo, afiadiendo el antioxidante al medio no disolvente de proteina, preferiblemente medio
acuoso, usado para producir las nanoparticulas.

Adicionalmente, si se desea, dichos procedimientos [1], [2] y [3] de la invencidon pueden incluir un polimero o
molécula anibénica, por ejemplo, polisacaridos anionicos (por ejemplo, pectina, goma arabiga) o sales polianidnicas
que pueden asociarse con las nanoparticulas de la invencidon para obtener nanoparticulas anidénicas. Dichas
nanoparticulas aniénicas pueden obtenerse recubriendo nanoparticulas con dichos polimeros o moléculas aniénicas
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o mediante complejacion de los polimeros o moléculas anidnicas en la matriz o corteza de las nanoparticulas.

Adicionalmente, si se desea, dichos procedimientos [1], [2] y [3] de la invencién pueden incluir una etapa de secado
para secar la suspensién que contiene las nanoparticulas asi formadas, con el fin de obtener las nanoparticulas de
la invencion, es decir, tanto las nanoparticulas cargadas con POl como las nanoparticulas “vacias”, en forma de un
polvo. En una realizacion particular, dicha etapa de secado se realiza mediante liofilizacion. Esta forma de
presentacion de dichas nanoparticulas contribuye a su estabilidad y es ademas particularmente util para su
aplicacion final en alimentos sélidos, tales como harina, pan, productos de masa, cereales, leche en polvo, etc., asi
como en productos y composiciones farmacéuticas y/o cosméticas.

Practicamente puede usarse cualquier método o técnica convencional para secar suspensiones que contienen
nanoparticulas para realizar esta etapa de secado; sin embargo, en una realizacién particular, el secado de la
suspension que contiene nanoparticulas se lleva a cabo por medio de secado por pulverizacién o por medio de
liofilizacion. Este tratamiento se lleva a cabo generalmente afadiendo un agente protector adecuado de dichas
nanoparticulas, tal como un sacarido, por ejemplo, lactosa, trehalosa, manitol, sacarosa, maltodextrina, glucosa,
sorbitol, maltosa, etc., y mezclas de los mismos con la suspension de las nanoparticulas. Dicho agente protector
protege las nanoparticulas de la invencion frente a la degradacion térmica asi como la oxidacion durante el proceso
de secado.

La razon de “proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina:sacarido” en peso puede variar dentro de un amplio
intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la razén de “proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
zeina:sacarido” en peso esta comprendida entre 1:1 y 1:1000, preferiblemente es de aproximadamente 1:1-5.

Asimismo, en una realizacién particular, la disolucion que contiene el sacarido podria contener ademas un agente
antioxidante, tal como acido ascérbico (vitamina C), etc.; en este caso, la razon de “proteina hidréfoba vegetal,
preferiblemente zeina:sacarido:agente antioxidante” en peso podria ser de 1:0,01-1000:0.001-100, preferiblemente
de aproximadamente 1:1-5:0,2.

Tal como se mencion6 anteriormente, el experto en la técnica entendera que una nanoparticula cargada de la
invencion puede incorporar uno o mas POl en la misma nanoparticula siempre que dichos POl no sean
incompatibles entre si. Con ese fin, los procedimientos [1], [2] y [3] se modificaran apropiadamente para incorporar
los POI en la misma disolucion de disolvente organico no volatil miscible en agua que comprende la proteina
hidréfoba vegetal, o en la misma disolucién, suspensién o emulsion que comprende la proteina hidroéfoba vegetal y
otro PO, o, alternativamente, en diferentes preparaciones.

Las nanoparticulas obtenidas segun el procedimiento [1], [2] 6 [3] de la invencidn se dan a conocer por el presente
documento.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a una disolucion que contiene una proteina hidréfoba vegetal en un
medio, comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente,
un medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para
formar nanoparticulas; en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta
comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v) con la condicion de que cuando la proteina hidréfoba vegetal es gliadina,
entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor del 0,1%, en la que la proteina hidréfoba vegetal es una
prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de
propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a una disolucién, suspension o emulsién que contiene una proteina
hidréfoba vegetal y un producto de interés disuelto, suspendido o emulsionado en un medio, comprendiendo dicho
medio al menos un disolvente organico no volati miscible en agua y, opcionalmente, un tensioactivo vy,
opcionalmente, un medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de
medio acuoso para formar nanoparticulas, en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no
volatil miscible en agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba
vegetal estd comprendida entre el 0,01 y el 50% (p/v), en la que la proteina hidro6foba vegetal es una prolamina, y en
la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros
disolventes primarios y/o secundarios.

En un sexto aspecto, la invencion se refiere a una suspension de nanoparticulas segun la invencion en un medio,
comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y un no disolvente de
proteina hidréfoba vegetal, tal como un medio acuoso, y que no comprende un disolvente organico volatil, en la que
la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es
propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Aplicaciones

Las nanoparticulas de la invencion tienen muchas propiedades que las hacen potencialmente Utiles en una amplia
variedad y diversidad de industrias, por ejemplo, en las industrias farmacéutica, cosmética, agricola o alimentaria,
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como sistema para la administracion de productos de interés a diferentes superficies, por ejemplo, bucal, tubo
digestivo, cabello, nasal, oral, rectal, cutanea, vaginal, etc.

Se ha considerado una ventaja importante la formacion espontanea de las nanoparticulas a base de una proteina
hidréfoba vegetal mediante una técnica de autoensamblaje in situ. Esto permitiria la fabricacion de grandes lotes
industriales de nanoparticulas para la administracion de productos de interés para diferentes aplicaciones.

Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas propiedades de las nanoparticulas de la invencioén incluyen la
facilidad para obtener las nanoparticulas sin el uso de disolventes organicos volatiles y sonicacion para disolver
proteinas hidréfobas o una técnica de evaporacion aplicada para eliminar estos disolventes. Esto permitiria la
adicion directa de los nanosistemas recién preparados a cualquier producto final. Ademas, las nanoparticulas de
zeina autoensambladas tienen una alta capacidad para incorporar diferentes tipos de moléculas con diferentes
propiedades fisicoquimicas incluyendo alta eficacia de encapsulacion de productos de interés, tales como
compuestos hidroéfilos, hidréfobos o anfifilicos pequefios o grandes. El uso de un disolvente organico no volatil
miscible en agua o una mezcla de los mismos, que tienen un alto poder de solubilidad para zeina y otras proteinas
hidréfobas vegetales, pueden actuar como plastificantes para potenciar la capacidad bioadhesiva a las superficies
de la mucosa y por tanto permitir la administracién de farmacos eficaz a la mucosa. Ademas, una aplicacion
interesante se refiere a la posibilidad de la administracion directa de una disoluciéon, suspensién o emulsion de
proteina hidroéfoba vegetal que contiene POI a los fluidos corporales, lo que permitiria la formacion in situ de las
nanoparticulas y el posterior atrapamiento de la molécula, por ejemplo una inyeccion subcutanea de un disolvente
organico no volatil miscible en agua biocompatible que contiene una proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
zeina, y moléculas terapéuticas para la administracion permitirian la formacion in situ de nanoimplantes.

En una realizacion particular, las nanoparticulas de la invencién permiten la incorporacion directa de un POI en
composiciones agricolas, cosméticas, alimentarias o farmacéuticas.

Las nanoparticulas de la invencién pueden presentarse en forma de una suspension, preferiblemente en un medio
acuoso, o, alternativamente, pueden presentarse en forma de un polvo seco, manteniendo el POl en un estado
estable y permitiendo su almacenamiento durante largos periodos de tiempo (particularmente, para su incorporacion
en preparaciones alimenticias solidas).

Por tanto, en un séptimo aspecto, la invenciéon se refiere a una composicién, en lo sucesivo en el presente
documento “composicion de la invenciéon”, que comprende dos elementos:

a) un primer elemento seleccionado del grupo que consiste en (i) al menos una nanoparticula seguin el primer
aspecto de la invencion; (ii) una disolucion segun el cuarto aspecto de la invencion; (iii) una disolucion,
suspension o emulsién segun el quinto aspecto de la invencion; y (iv) una suspension segun el sexto
aspecto de la invencion, y

b) un segundo elemento que consiste en un vehiculo, particularmente un vehiculo agricola, cosmética o
farmacéuticamente aceptable o un vehiculo adecuado para alimentos. En una realizacion preferida, la
composicion se selecciona de una composicion farmacéutica, una composicidon cosmética, una
composicion agricola y una composicion alimenticia.

En una realizacién particular, la particula de la invencién es una nanoparticula “vacia” de la invencion, es decir, una
nanoparticula de la invencién sin un POI, tal como i) una nanoesfera de matriz que comprende una matriz,
comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, y al menos un disolvente
organico no volatil miscible en agua. En otra realizacion particular, la particula de la invencion es una nanocapsula
vesicular de nucleo-corteza, comprendiendo dicha nanocapsula vesicular de nicleo-corteza un nucleo y una corteza,
comprendiendo dicha corteza una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en
agua, y comprendiendo dicha nanocapsula vesicular de nucleo-corteza un nucleo, comprendiendo dicho nudcleo un
excipiente en estado sélido, semisolido o liquido.

En otra realizacion particular, la nanoparticula de la invencién es una nanoparticula “cargada” de la invencion, es
decir, una nanoparticula de la invencion cargada con un POI, tal como (i) una nanoesfera de matriz que comprende
un POI y una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente zeina, y al menos
un disolvente organico no volatil miscible en agua, (ii) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza que comprende
un POI en el nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
zeina, y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua, o (iii) una combinacion de (i) y (ii). En una
realizacion particular, dicho POI es un POI que tiene actividad agricola, cosmética, nutricional y/o terapéutica. Los
detalles de dicho POI se han mencionado en la seccion “Definiciones”.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencién es una composicion agricola; con ese fin, dicha
composicion comprende una nanoparticula “cargada” de la invencion que comprende un POI susceptible de usarse
en el campo agricola, en el sentido mas amplio, por ejemplo, un producto fitosanitario para controlar plagas y
patégenos, un agente de potenciacion del crecimiento de plantas, etc., por ejemplo, un herbicida (glifosato, etc.), un
insecticida (por ejemplo, lambda-cihalotrina, etc.), un fungicida (por ejemplo, Mancozeb), etc., o un antitranspirante
en el caso de nanoparticulas “vacias”, etc., y un vehiculo aceptable en agricultura que comprende uno o mas
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excipientes adecuados para su aplicacion; la composicion agricola puede formularse en forma de un gel,
suspension, etc., usando los vehiculos conocidos por el experto en la técnica.

En otra realizacion particular, la composicién de la invenciéon es una composicion cosmética; con ese fin, dicha
composicion comprende nanoparticulas “vacias” de la invencion, por ejemplo, nanoparticulas vacias para su uso en
productos para el moldeado del cabello tales como fijadores, moldeadores del cabello, etc., o nanoparticulas
“cargadas” de la invencion que comprenden un POI que tiene actividad cosmética o susceptibles de usarse con fines
cosméticos, o mezclas de los mismos, y un vehiculo cosméticamente aceptable que comprende uno o mas
excipientes adecuados para su administracion mediante una via adecuada, tal como, por ejemplo, mediante la via
tépica; la composicion cosmética puede formularse en forma de cremas para el cuidado de la piel, lociones, polvos,
perfumes, pintalabios, esmalte de ufias de manos y pies, maquillaje facial y de ojos, toallitas hiumedas, liquidos para
ondulacién permanente, lentes de contacto de color, tintes para el cabello, sprays y geles para el cabello,
desodorantes, desinfectante para las manos, productos para bebés, aceites de bafio, bafios de burbujas, sales de
bafio, suspensiones, mantecas y muchos otros tipos de productos. Puede encontrarse informacion sobre excipientes
adecuados para la formulacion de composiciones cosméticas asi como sobre la producciéon de dichas
composiciones cosméticas en el libro “Manual de Cosmetologia”, por Octavio Diez Sales, 12 edicion, 1998, Editorial
Videocinco, S.A. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de POI usados en la industria cosmética incluyen los
productos ya mencionados en la seccion “Definiciones”.

En otra realizacion particular, la composicién de la invencién es una composicién alimenticia, tal como una
preparacion alimenticia solida, liquida o semisélida; con ese fin, dicha composicién comprende una nanoparticula
“cargada” de la invencion que comprende un POI que tiene actividad nutricional y un vehiculo para su uso en
alimentos. Alternativamente, la composicién de la invencién puede incorporarse en un producto alimenticio; por
tanto, en otro aspecto, la invencion se refiere a un producto alimenticio que comprende una composicién de la
invencion, concretamente, una composiciéon que comprende una nanoparticula “cargada” de la invencion,
comprendiendo dicha nanoparticula un POI que tiene actividad nutricional y un vehiculo para su uso en alimentos. El
producto alimenticio puede encontrarse en forma liquida, semisoélida o sélida. Los ejemplos ilustrativos de productos
alimenticios que pueden enriquecerse o fortalecerse con la composicién de la invencion incluyen leche y derivados
de la misma (yogures, quesos, cuajadas, etc.), zumos, mermeladas, productos de panaderia y masa, pan, carne
fermentada, salsas, etc. De manera similar, la composicién de la invencion puede incorporarse en un producto
alimenticio para animales, por ejemplo, en piensos. En una realizacion particular, el producto alimenticio es un
nutracéutico (es decir, un producto derivado de fuentes alimenticias que proporciona beneficios para la salud extras
ademas del valor nutricional basico encontrado en los alimentos), particularmente un alimento funcional, es decir, un
alimento en el que se ha afiadido un nuevo ingrediente o un ingrediente existente para dar como resultado un nuevo
producto que tiene una nueva funcion a menudo relacionada con la mejora de la salud o la prevencion de
enfermedades.

En otra realizacién particular, la composicién de la invencién es una composicién farmacéutica; con ese fin, dicha
composicion comprende una nanoparticula “cargada” de la invencion que comprende un POI que tiene actividad
terapéutica o susceptible de usare con fines terapéuticos, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable que
comprende uno o mas excipientes o vehiculos. EI POl que esta presente en la nanoparticula “cargada” de la
invencion puede quedar atrapado o encapsulado dentro de la nanoparticula (es decir, nanoesfera o nanocapsula) o,
alternativamente, el producto de interés puede adsorberse sobre o conjugarse a la superficie de la nanoparticula.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen composiciones liquidas, solidas o semisolidas.

Las composiciones farmacéuticas comprenderan excipientes adecuados para cada formulaciéon y se prepararan
convencionalmente mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los excipientes se elegiran segun la
forma de dosificacién farmacéutica seleccionada. Puede encontrarse una revision de las diferentes formas de
dosificacion farmacéutica de farmacos y de su preparacion en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, por C. Fauli i
Trillo, 10 Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

La dosis de nanoparticulas “cargadas” de la invencion que va a administrarse a un sujeto que necesita tratamiento
con el POI puede variar dentro de un amplio intervalo y dependerd, entre otras caracteristicas, de la naturaleza del
POlI, de su actividad o potencia, de la cantidad de POI por nanoparticula, etc.; sélo para fines ilustrativos, la dosis de
nanoparticulas “cargadas” que va a administrarse a un sujeto puede estar comprendida, por ejemplo, entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal al dia, preferiblemente, entre 0,1y 2 mg
por kg de peso corporal al dia.

En una realizacién particular, dicha composicion farmacéutica se formula como forma de dosificacion farmacéutica
adecuada para su administraciéon mediante cualquier via, por ejemplo, mediante la via bucal, dental, nasal, ocular,
oral, parenteral, rectal, topica o vaginal. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas formas de dosificacion
farmacéutica incluyen solidos (por ejemplo, capsulas de no gelatina y de gelatina dura y blanda, peliculas adhesivas,
parches dentales adhesivos, supositorios, comprimidos, granulos, microparticulas, etc.), semisélidos (por ejemplo,
cremas, geles, lociones, pomadas, etc.), liquidos (por ejemplo, disoluciones, suspensiones, emulsiones, etc.). En
una realizacion preferida, debido a las propiedades bioadhesivas de las nanoparticulas de la invencion, la
composicion farmacéutica se formula en forma de una composicién para su administracién a través de una via de
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acceso a las mucosas.

En una realizacion especifica, la composicion farmacéutica se formula como forma farmacéutica adecuada para su
administracion mediante la via rectal (supositorios), mediante la via vaginal (6vulos) o mediante las vias oral o
parenteral (por ejemplo, s.c., o intravitrea); si se desea, en esta realizacion, las nanoparticulas pueden formarse
cuando la disolucién, suspension o emulsion que comprende el POI, la proteina hidréfoba vegetal, preferiblemente
zeina, y el disolvente organico no volatil miscible en agua, entra en contacto con un fluido corporal, por ejemplo, el
fluido vaginal, los fluidos del intestino y otros. Por tanto, en una realizacion preferida, el vehiculo de la composicion
comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable para la administracién del mismo mediante las vias bucal,
dental, nasal, ocular, intravitrea, oral, parenteral, rectal, tdpica o vaginal, o un excipiente cosméticamente aceptable
para la administracion del mismo mediante la via tdpica.

En una realizacién particular, la composicién es una composicién cosmética o una composicion farmacéutica
adecuada para su administracion mediante la via bucal, dental, nasal, ocular, oral, parenteral, rectal, topica o
vaginal.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencion se prepara en forma de un polvo seco, por ejemplo
como liofilizado, junto con un agente crioprotector, que va a reconstituirse antes de su uso mediante mezclado con el
agente de reconstitucion.

En una realizacién especifica, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica en forma de disolucion,
suspension o emulsiéon que comprende:

Componente % en peso con respecto al volumen total
Proteina hidréfoba vegetal (zeina) 0,01 - 50

POI* 0,001 — 99,988

disolvente(s) organico(s) no volatil(es) miscible(s) en 0,001 - 99,98

agua

no disolvente de proteina hidréfoba vegetal (agua) 0,00 - 15%

* El POI puede ser cualquier POI tal como se define en la seccion “Definiciones” incluyendo excipientes.

Dicha composicién farmacéutica es adecuada para la formacién in situ de las nanoparticulas tras el contacto con
fluidos corporales.

En otra realizacién especifica, la invencion proporciona una composicion farmacéutica en forma de una suspension
de nanoparticulas que comprende:

Componente % en peso con respecto al volumen total
Proteina hidréfoba vegetal (zeina) 0,01 - 50

POI* 0,001 — 99,988

disolvente(s) organico(s) no volatil(es) miscible(s) en 0,001 -75

agua

polimero aniénico 0,00-10

no disolvente de proteina hidréfoba vegetal (agua) 15,00 - 99,98%

* EI POI puede ser cualquier POI tal como se define en la seccion “Definiciones” incluyendo excipientes.

Las nanoparticulas “cargadas” de la invencion, en particular, las nanoparticulas cargadas con un POI en las que
dicho POI es un farmaco, pueden usarse en el tratamiento de enfermedades. El farmaco se seleccionara en funcién
de la enfermedad que va a tratarse. Por tanto, también se da a conocer una nanoparticula de la invencién cargada
con un POI, en la que dicho POI es un farmaco, para su uso en medicina.

En un aspecto, se da a conocer una disolucidn, suspension o emulsién de una proteina hidréfoba vegetal en una
cantidad comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v) y un POI en un disolvente organico no volatil miscible en agua vy,
opcionalmente, un tensioactivo o/y un polimero polianiénico, y, opcionalmente, un medio acuoso, en la que la
cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas; en la que
el POI es un farmaco y en la que dicha disoluciéon, suspension o emulsién no comprende un disolvente organico
volatil para su uso en medicina o en el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad. También se da a conocer
que dicha disolucion, suspension o emulsion contiene una cantidad de una proteina hidréfoba vegetal comprendida
entre el 0,01% y el 40% (p/v), preferiblemente entre el 0,01% y el 30% (p/v), mas preferiblemente entre el 0,01% vy el
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20% (p/v), todavia mas preferiblemente entre el 0,01% y el 15% (p/v), incluso mas preferiblemente entre el 0,01% y
el 10% (p/v), incluso mas preferiblemente entre el 0,01% y el 5% (p/v), lo mas preferido entre el 0,01% y el 2,5%
(p/v). También se da a conocer que la proteina hidréfoba vegetal de dicha disolucion, suspension o emulsion se
selecciona de hordeina, secalina, zeina, kafirina, panicina, orzenina y avenina; mas preferiblemente se selecciona
de hordeina, secalina, zeina, kafirina y avenina; aun mas preferiblemente se selecciona de zeina, hordeina y
kafirina; lo mas preferiblemente es zeina. También se da a conocer que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal en
dicha disolucion, suspension o emulsion es mayor de 0,1% (p/v), al menos 0,2% (p/v), al menos 0,5% (p/v), al
menos 1% (p/v), al menos 5% (p/v), al menos 10% (p/v), al menos 15% (p/v), al menos 20% (p/v), al menos 25%
(p/v), al menos 30% (p/v), al menos 35% (p/v), al menos 40% (p/v) y no mas del 50% (p/v). También se da a conocer
que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta comprendida entre 0,01% y 50% con la condicidon de que cuando
la proteina hidréfoba vegetal es gliadina, entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor de 0,1%.

Por tanto, en un noveno aspecto, el farmaco es clorhexidina antimicrobiana y, por tanto, la invencioén se refiere a una
nanoparticula de la invencién cargada con clorhexidina para su uso en el tratamiento y la prevencion de infecciones
corporales externas o bucales.

En una divulgacion particular, la molécula es util en un alimento funcional, especificamente es el antioxidante
curcumina y, por tanto, se da a conocer el uso de una nanoparticula cargada con curcumina como antioxidante y
aditivo alimenticio para mejorar la salud de animales y seres humanos.

En otra divulgacion particular, la molécula es un aceite esencial (aroma) y, por tanto, se da a conocer el uso de una
nanoparticula de la invencién cargada con aceites esenciales (aromas) en los campos alimentario, cosmético,
agricola y farmacéutico.

En otra divulgacion particular, la molécula es un aceite o acido graso omega y, por tanto, se da a conocer el uso de
una nanoparticula de la invencién cargada con aceites o acidos grasos omega como complemento dietético. En un
décimo aspecto, la invencion se refiere al uso de una nanoparticula de la invencién, en la que el producto de interés
es un aceite seleccionado de aceite de higado de bacalao y acido linolénico, como complemento dietético.

En un aspecto, se da a conocer el uso de una nanoparticula cargada y vacia cationica en la aglutinacion, captura o
union a la superficie de moléculas solubles aniénicas, microorganismos anionicos (es decir, levaduras, bacterias,
virus, hongos, etc.), o cualquier particula aniénica.

La invencion se describe a continuacion por medio de varios ejemplos que no limitan, sino que mas bien ilustran la
invencion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen la produccion de nanoparticulas (nanoesferas de matriz y nanocapsulas
vesiculares de nucleo-corteza), a base de la proteina hidréfoba vegetal zeina, que pueden incorporar un producto de
interés, por ejemplo, un aceite o aroma (por ejemplo, aceite esencial de limén o menta, aceites de higado de
bacalao, acido oleico, acido linolénico), una proteina (por ejemplo, albumina sérica bovina (BSA)), un farmaco (por
ejemplo, clorhexidina) o un antioxidante alimentario (por ejemplo, curcumina). Dichos ejemplos muestran que dichas
nanoparticulas tienen alta bioadhesiéon a la mucosa, facilidad del proceso a escala industrial, alta eficacia de
encapsulacion de productos de interés, tales como compuestos hidréfilos, hidréfobos o anfifilicos pequefos o
grandes, alta eficacia de encapsulacion de aceites, y que las nanoparticulas potencian la solubilidad en agua de
compuestos hidréfobos.

Los materiales usados para la produccién de dichas nanoparticulas se describen a continuacion.
Materiales

La zeina, el acido linolénico, la curcumina, la albimina sérica bovina marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC-BSA) y la sonda fluorescente lipéfila perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina se
suministraron por Sigma (Espafa).

Los triglicéridos de cadena media (Labrafac™ CC) fueron una muestra de donacion proporcionada por Gattefosse
(Gennevilliers, Francia).

Labrasol® se suministré por Gattefosse.

La goma arabiga, la clorhexidina, el aceite de Mentha piperita (menta), el aceite de canela, el aceite de tomillo, el
eugenol, Tween® 20, Tween® 80, el glicerol y el propilenglicol se suministraron por Fagron.

Lutrol® L 44 fue una amable donacion de BASF.
El resto de los reactivos quimicos incluyendo los excipientes eran de calidad analitica y se suministraron por Sigma

(Espana).
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EJEMPLO 1

Preparacién y caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas vacias (ZSNP) a pequefia y gran escala

1.1 Preparacién de nanoparticulas de zeina autoensambladas vacias cationicas y anionicas

Para obtener ZSNP catidnicas vacias, a pequefia escala, se disolvido zeina en propilenglicol (PG) a diferentes
concentraciones de zeina (0,5, 1, 2,5, 5y 10% (p/v)). Entonces, se formaron las nanoparticulas mezclando 1 ml de
dicha disolucion de zeina-propilenglicol con 5 ml de agua bidestilada como no disolvente de zeina miscible en
propilenglicol. Por tanto, la zeina precipité en forma de nanoparticulas de matriz.

Para la produccioén a gran escala, se vertieron 5 | de disolucion de zeina-propilenglicol, a una concentracion del 5%
(p/v), a un flujo constante de 250 ml/min. en 25 | de agua bidestilada en un reactor a temperatura ambiente con
agitacion suave.

Se obtuvieron nanoparticulas preparadas mediante un método tradicional segun el protocolo descrito anteriormente
con ligeras modificaciones [29]. Para este fin, se disolvieron 100 mg de zeina en 5 ml de etanol al 70% (p/p) de
manera ultrasonica. Se afiadié inmediatamente la disolucion resultante en 7,5 ml de agua destilada. Entonces, se
evaporo la suspension de nanoparticulas resultante a presion reducida usando un rotavapor (Bichi R-144, Suiza)
para eliminar el etanol.

Con el fin obtener nanoparticulas de zeina anionicas, se mezclé 1 ml de la disolucidon de zeina en propilenglicol (al
5% plv) con 5 ml de agua bidestilada como no disolvente de zeina miscible en PG. Entonces, se afiadié 1 ml de
polimero aniénico (goma arabiga al 0,25% p/v) a la suspension de nanoparticulas de zeina con agitacion magnética.
Tras esto, se dejo la mezcla con agitacion magnética durante 5 min. a temperatura ambiente. De un modo similar, se
aplicé un procedimiento de complejacion directa para obtener nanoparticulas de zeina. Para este fin, se afadié 1 ml
de la disolucion de zeina en propilenglicol (al 5% p/v) a 5 ml de una disolucién acuosa de polimero aniénico (goma
arabiga al 0,04% p/v) como no disolvente de zeina miscible en PG.

En ambos tipos de nanoparticulas, se centrifugaron las suspensiones de nanoparticulas resultantes dos veces a
27.000 x g durante 20 min. y entonces se recogieron para su caracterizacion adicional.

1.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina vacias

1.2.1 Tamafio, potencial zeta, rendimiento y morfologia de las nanoparticulas

Se determinaron el tamafio y el potencial zeta de las nanoparticulas mediante espectroscopia de correlacion foténica
y anemometria Doppler laser electroforética, respectivamente, usando un sistema analizador Zetamaster (Malvern
Instruments, RU). Se diluyeron las muestras con agua bidestilada y se midieron a 25°C con un angulo de dispersion
de 90°.

El rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas, que es el porcentaje de zeina transformada en
nanoparticulas, se determind mediante gravimetria a partir de muestras secadas por congelacion tal como se
describié anteriormente [38]. Para este fin, se centrifugaron las suspensiones acuosas de las nanoparticulas
obtenidas dos veces a 27.000 x g durante 20 min. (centrifuga de laboratorio de Sigma, Rotor 3336, Biofuge Heraeus,
Alemania), se recogieron y se liofilizaron en un aparato Genesis 12EL (Virtis, EE.UU.). Se calculé el porcentaje de
rendimiento de las nanoparticulas (la cantidad de zeina transformada en nanoparticulas) como la razén entre las
muestras de nanoparticulas liofilizadas secas y la cantidad inicial de la zeina usada para preparar las formulaciones.

Se visualizaron las caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas mediante microscopia electronica de
transmision (MET) en un microscopio electrénico Zeiss Libra® 120 (Oberkochen, Alemania).

1.3 Resultados

1.3.1 Caracterizacién de nanoparticulas de zeina vacias

La tabla 1 muestra las principales caracteristicas fisicoquimicas de tanto ZSNP de la invencion preparadas a
pequefia (ZSNP-0,5, ZSNP-1, ZSNP-2,5, ZSNP-5, ZSNP-10) y gran escala (ZSNP-5 a gran escala) como
nanoparticulas de zeina preparadas mediante un método de evaporacion de disolvente tradicional (Z-NP-1 TRAD)
[29]. Generalmente, las nanoparticulas de zeina autoensambladas vacias catidénicas presentaban un tamafio
homogéneo y una carga superficial positiva. La microscopia electronica de transmision corroboré el tamafio de las
nanoparticulas y se encontré que las nanoparticulas eran esféricas (figura 1). La carga superficial positiva aumento
al aumentar la concentracion de zeina. No hubo ninguna diferencia significativa entre el tamario y el potencial zeta
para ZSNP preparadas a pequefia o gran escala. El porcentaje de rendimiento de las nanoparticulas era muy alto
para todas las formulaciones (aproximadamente el 98%). Se ha observado que en el caso de ZSNP a altas
concentraciones de zeina (ZSNP-5 y ZSNP-10), se formaba un pequefio porcentaje de agregados. Por otro lado, el
recubrimiento de las nanoparticulas de zeina con polimeros anionicos (ZSNP-5 AG) o la complejacion del polimero
anionico (goma arabiga) en la matriz de nanoparticulas de zeina (complejo ZSNP-5 AG) aumento significativamente
el tamarfio de las particulas hasta aproximadamente de 200 a 250 nm en comparacion con las no recubiertas o las
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no complejadas. Las nanoparticulas recubiertas con goma arabiga (ZSNP-5 AG y complejo ZSNP-5 AG) tienen
cargas de superficie negativas homogéneas.

Tabla 1
Caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP.

Datos expresados como media + DE (n=6)

2 Tamario (hnm), (+DE)
b ¢ Potencial zeta ’ % de
Pico y porcentaje = PDI rendimiento,
y J (mV), (+DE) (2DE)

Pico 1 (nm) % Pico 2 (nm) %
ZSNP-0,5 |111,08 (0,21) 100% 0,115 |+6,67 (0,11) 97,12 (2,21)
ZSNP-1 125,03 (1,22) 100% 0,103 |+ 24,21 (0,06) 97,83 (1,35)
ZSNP-2,5 |143,86 (2,11) 100% 0,123 |+ 34,90 (0,20) 99,10 (2,29)
ZSNP-5 173,65 (4,22) 95% 3073,65 (22,31) 5% 0,230 |+32,84(1,79) 96,12 (3,90)
ZSNP-10 211,81 (2,12) 83% 7314,65 (11,21) 17% |0,378 |+ 38,85(1,12) 97,70 (2,10)
ZSNP-5 AG | 198,97 (5,37) 95% 1823,12 (27,77) 5% 0,211 -6,23 (0,32) 96,10 (1,13)
complejo
ZSNFI)D-é AG 250,11 (3,12) 94% 3453,33 (23,01) 6% 0,291 -8,14 (0,66) 97,35 (2,55)
Z-NP-1 188,44 (5,62)
TRAD 94% 2923,12 (13,33) 6% 0,178 |+ 33,28 (0,42) 96,00 (0,77)
ZSNP-5 173,97 (5,32)

96% 2132,10 (25,69) 4% 0,238 |+ 32,76 (0,52) 95,13 (2,15)

gran escala

ZSNP-0,5 a ZSNP-10: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de diferentes concentraciones
de disolucion de zeina en propilenglicol (al 0,5, 1, 2,5, 5y 10% p/v) preparadas a pequefia escala

ZSNP-5 AG: nanoparticulas de zeina autoensambladas recubiertas con goma arabiga

Complejo ZSNP-5 AG: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas mediante complejacion entre zeina y
goma arabiga

Z-NP-1 TRAD: nanoparticulas de zeina obtenidas mediante un método de sustitucion de disolvente tradicional [29]
ZSNP-5 gran escala: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a gran escala

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.

% ndice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

d Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

EJEMPLO 2

Preparacion y caracterizacién de nanoparticulas de zeina autoensambladas obtenidas a partir de diferentes mezclas
de disolventes

También se usaron mezclas de disolventes no toxicos biocompatibles y biodegradables para obtener nanoparticulas
de zeina autoensambladas (ZSNP). Como ejemplo, se usaron una mezcla binaria de propilenglicol y disolventes no
volatiles miscibles en PG (es decir, agua o glicerol) u otros tensioactivos liquidos que son miscibles con
propilenglicol, tales como Labrasol® (caprilocaproil polioxil-8 glicéridos NF), copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno no i6nicos (Lutrol® L 44 liquido (Poloxamer USP-NF)) o Tween® 80, a una concentracion que
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mantuvo la zeina soluble en PG.
2.1 Determinacion de la solubilidad de la zeina en mezclas binarias de disolventes no volatiles miscibles en agua

Se estudio la solubilidad de la zeina en diferentes mezclas binarias de PG y otros disolventes organicos no volatiles
miscibles en agua que son miscibles con PG. Este ejemplo estudia la incorporacion de diferentes tensioactivos o
disolventes para potenciar la solubilidad de una molécula en PG, si es necesario. Para este fin, se monitorizé el
cambio de turbidez de la disolucion de zeina-PG a 405 nm tras la adicion de diferentes cantidades de agua, glicerol,
Labrasol®, Tween® 80 o Lutrol® L 44 a 5 ml de disolucion de zeina en PG (2,5% p/v), a temperatura ambiente. La
zona de punto final, a la que la zeina precipité en la disolucién de PG, se calculé monitorizando el cambio de
turbidez a 405 nm, es decir, el aumento de absorbancia (en porcentaje) tras cada adicion de disolvente/tensioactivo
con respecto al valor de absorbancia inicial en un espectrofotdémetro (Labsystems iEMS Reader MF, Finlandia).

2.2 Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas obtenidas a partir de mezclas
binarias de disolventes no volatiles miscibles

Con el fin de obtener ZSNP a partir de mezclas de disolventes binarias de PG, se prepararon 5 ml de zeina en
disolucién de propilenglicol (zeina-PG) a diferentes concentraciones. Entonces, se afiadieron diferentes cantidades
de disolventes secundarios que son miscibles con PG tales como glicerol (2 ml), agua (0,8 ml), Labrasol® (3 ml),
Tween® 80 (3 ml) y Lutrol® L 44 (1,2 ml) a la disoluciéon de zeina-PG. Se mantuvo habitualmente la concentracion
de zeina final al 2,5% p/v en la mezcla de disolventes. Se selecciond el volumen de los disolventes secundarios
segun el estudio previo realizado para determinar la zona de miscibilidad entre disolventes no volatiles miscibles en
PG y zeina-PG en la que la zeina no era soluble. Entonces, se formaron las nanoparticulas mezclando 1 ml de la
disolucion de mezcla binaria de disolventes de zeina con 5 ml de agua bidestilada como no disolvente miscible en
zeina. Se caracterizaron las nanoparticulas resultantes tal como se describié anteriormente en el ejemplo 1.

Por otro lado, con el fin de formar ZSNP a partir de mezclas de disolventes binarias de PG afiadiendo un no
disolvente de proteina zeina distinto de agua, se prepararon 5 ml de zeina en disolucidn de propilenglicol (zeina-PG)
a diferentes concentraciones. Entonces, se afadieron diferentes cantidades de disolventes secundarios que son
miscibles con PG, tal como glicerol (2 ml), Labrasol® (3 ml) y Lutrol® L 44 (1,2 ml) a la disolucion de zeina-PG. Se
mantuvo habitualmente la concentracién de zeina final al 2,5% p/v en la mezcla de disolventes. Se selecciond el
volumen de los disolventes secundarios segun el estudio previo realizado para determinar la zona de miscibilidad
entre disolventes no volatiles miscibles en PG y zeina-PG en la que la zeina era soluble. Entonces, se formaron las
nanoparticulas afiadiendo la cantidad apropiada de cada disolvente secundario para lograr el volumen final de 25 ml.
Se caracterizaron las nanoparticulas resultantes tal como se describié anteriormente en el ejemplo 1.

2.3 Resultados

2.3.1 Solubilidad de zeina en mezclas de disolventes de PG

La figura 2 muestra el porcentaje de cambios de turbidez monitorizados mediante UV a 405 nm tras la adicion de
diferentes porcentajes (v/v) de tensioactivos o disolventes no volatiles, miscibles en PG en los que la zeina no era
soluble. El intervalo de punto final mostrado en la figura 2 se ha considerado como zona en la que el porcentaje de
no disolvente de zeina inicia la precipitacion de zeina a partir de la disolucion de PG para lograr la precipitacion
completa. A partir de esta figura, se ha observado que el intervalo de punto final (representado por el intervalo
amplio de cada curva en el eje X) para tanto agua como Lutrol® L 44 era de desde 15 hasta 22,5 y del 22 al 28% v/v
respectivamente. Esto indicé el bajo poder de solubilizacion de ambos disolventes para la zeina. Por otro lado, el
porcentaje de disolucion de zeina en glicerol:PG (v/v) demostrd un intervalo de punto final superior (45-55% v/v). La
capacidad de solubilizacién de tanto Labrasol® como Tween® 80 para la zeina en PG eran las mas altas,
aproximadamente del 65-75% (v/v) en el caso de Tween® 80 y de desde el 75 hasta el 85% (v/v) en el caso de
Labrasol®.

2.3.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas obtenidas a partir de mezclas binarias de
disolventes no volatiles miscibles

La tabla 2 muestra las principales caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP preparadas a partir de mezclas de
disolventes para zeina que comprenden una disolucidon de zeina-PG mezclada con otros disolventes tales como
agua (ZSNP-PG:W), glicerol (ZSNP-PG:G), Labrasol® (ZSNP-PG:Lab), Lutrol® L 44 (ZSNP-PG:Lut) y Tween® 80
(ZSNP-PG:T80) formadas tras la adicion de una cantidad apropiada de agua como no disolvente de proteina. Se
obtuvieron ZSNP formadas tras la adicion de un no disolvente de proteina distinto de agua (Lutrol®, glicerol y
Labrasol®) a la disolucién de mezcla binaria de disolventes de zeina-PG tras la adicion de glicerol a la disolucién de
mezcla binaria de zeina_PG-glicerol (ZSNP-PG:G/G), de Lutrol® a la disolucion de mezcla binaria de zeina PG-
Lutrol® (ZSNP-PG:Lut/Lut) y de Labrasol® a la disolucién de mezcla binaria de zeina PG-Labrasol® (ZNSP-
PG:Lab/Lab).

Todas las formulaciones de nanoparticulas obtenidas usando agua como no disolvente de proteina presentaban un
tamafio inferior a 200 nm y una carga superficial positiva homogénea. En el caso de ZSNP preparadas a partir de
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una mezcla de PG:glicerol (ZSNP-PG:G), el tamafio de las nanoparticulas aumentd en comparacion con ZSNP-
PG:W y se observé un pequerio porcentaje de aglomerados (9%). Este fendmeno se refiere a la alta viscosidad de la
disolucion de PG:glicerol. El porcentaje de rendimiento de las nanoparticulas era muy alto para todas las
formulaciones (aproximadamente el 95-98%).

En el caso de nanoparticulas obtenidas tras la adicién de un no disolvente de proteina distinto de agua, los tamarios
y los indices de polidispersidad eran superiores a los obtenidos para ZSNP obtenidas con agua. Por tanto, las
nanoparticulas formadas tras la adicion de un no disolvente de proteina distinto de agua eran menos homogéneas
en tamafio y mostraban mayor porcentaje de aglomerados que ZSNP obtenidas con agua.

Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimica de ZSNP preparadas a partir de mezclas binarias de PG y otros disolventes.

Datos expresados como media + DE (n=6)

2 Tamario (nm), (+DE) ;
, . b ¢ Potencial zeta| .  de
Pico y porcentaje = PDI rendimiento,
(mV), (:DE) (2DE)

Pico 1 (nm) % Pico 2 (nm) %
ZSNP-PG:W | 117,11 (0,120) 100% 0,189 |+ 32,12(0,41) 96,22 (1,16)
ZSNP-PG:G | 125,03 (1,22) 91% 2320,11 (34,21) 9% 0,273 |+ 30,20 (1,36) 98,13 (0,56)
ﬁz’_‘g'b 151,16 (3,71) | 100% 0,143 |+3143(0,60) |98,10 (3,25)
ZSNP-PG:Lut | 143,05 (1,42) 100% 0,220 |+ 32,73 (1,99) 95,12 (2,10)
ZSNP- )
PGT80 161,21 (4,60) 100% 0,178 |+ 34,33 (1,62) 96,55 (3,87)
SR 557,21 Nd 1393,6 nd |0462 |nd nd
IZDENLTJ-’[/LUt 331,82 100% nd 0,339 (nd nd
IZDg'\jLPa-b/Lab 429,22 Nd 343,75 nd 0,333 (nd nd

ZSNP-PG:W: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disolucién de zeina-PG mezclada
con agua mediante la adicion de la cantidad de agua adicional requerida.

ZSNP-PG:G: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disolucién de zeina-PG mezclada
con glicerol mediante la adicion de la cantidad de agua requerida.

ZSNP-PG:Lab: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disoluciéon de zeina-PG mezclada
con Labrasol® mediante la adicion de la cantidad de agua requerida.

ZSNP-PG:Lut: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disolucién de zeina-PG mezclada
con Lutrol® L 44 mediante la adicion de la cantidad de agua requerida.

ZSNP-PG:T80: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disoluciéon de zeina-PG mezclada
con Tween® 80 mediante la adicidon de la cantidad de agua requerida.

ZSNP-PG:G/G: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disolucién de zeina-PG mezclada
con glicerol mediante la adicién de la cantidad de glicerol adicional requerida.

ZSNP-PG:Lut/Lut: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disolucién de zeina-PG
mezclada con Lutrol® mediante la adicién de la cantidad de Lutrol® adicional requerida.

ZSNP-PG:Lab/Lab: nanoparticulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de disoluciéon de zeina-PG
mezclada con Labrasol® mediante la adicién de la cantidad de Labrasol® adicional requerida.

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
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% indice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

d Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de proteina zeina usada.
EJEMPLO 3

Encapsulacion de albumina sérica bovina (BSA) como modelo de molécula hidréfila grande en nanoparticulas de
zeina autoensambladas (ZSNP)

3.1 Encapsulacion de BSA en nanoparticulas de zeina autoensambladas

Se utilizé6 una proteina marcada fluorescentemente como modelo de farmaco de molécula grande que va a
incorporarse en nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP). Para ese fin, se incorporaron 200 pl de
disolucion acuosa de albumina sérica bovina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA) a una
concentracién de 1 mg/ml en 2 ml de disoluciéon de zeina-PG (zeina al 2,5% p/v). Para obtener nanoparticulas de
zeina tradicionales, se incorporaron 200 ul de FITC-BSA (1 mg/ml) en disolucion hidroalcohdlica al 70% que tenia
una concentracion de zeina similar. Con el fin de obtener ZSNP, se afiadié un ml de disolucién de zeina-PG que
contenia FITC-BSA a 5 ml de agua bidestilada. Se obtuvieron nanoparticulas cargadas con FITC-BSA preparadas
mediante un método tradicional segun lo descrito anteriormente en el ejemplo 1 con las mismas cantidades de zeina
y FITC-BSA. Se purificd la suspension acuosa final de nanoparticulas cargadas con FITC-BSA mediante
centrifugacion y se recogieron para su caracterizacion adicional tal como se describio en el ejemplo 1.

3.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con FITC-BSA

Se determinaron el tamafio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas tal
como se describid en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion de FITC-BSA en ZSNP y
nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional usando etanol, se centrifugaron las suspensiones de
nanoparticulas a 27.000 x g durante 20 min. Entonces, se estimé la cantidad de FITC-BSA cargada como la
diferencia entre su concentracion inicial afiadida y la concentracion medida en los sobrenadantes tras la etapa de
centrifugacion. Para ese fin, se prepararon curvas de calibracion con disoluciones patrén de FITC-BSA a un intervalo
de concentracion de desde 1 hasta 20 pg/ml (r = 0,996). Se realizé el ensayo mediante espectrofluorimetria a
480 nm (longitud de onda de excitacion) y 520 nm (longitud de onda de emision) (GENios, TECAN, Austria).

3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizaciéon de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con FITC-BSA

La tabla 3 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP cargadas con FITC-BSA (ZSNP-BSA) y
nanoparticulas de zeina preparadas mediante el método de desplazamiento de disolvente (Z-NP-BSA-T). Se
observé que ambos tipos de nanoparticulas presentaban un tamafio homogéneo y carga superficial positiva. La
eficacia de encapsulacion de FITC-BSA en nanoparticulas de zeina preparadas mediante el método de
autoensamblaje (ZSNP-BSA) era 1,5 veces superior que la obtenida mediante el método tradicional (Z-NP-BSA-T).
Esto puede deberse a la precipitacion de BSA que se asocio en la fase de etanol. La eficacia de encapsulacion
indico la alta capacidad del método de autoensamblaje para incorporar moléculas grandes tales como proteinas.

Tabla 3
Caracteristicas fisicoquimicas de nanoparticulas de zeina cargadas con FITC-BSA

Datos expresados como media + DE (n=6)

a N B . do L € %de eficacia de
(+T[;"£;a“° (nm). | 6 ppy (m\P/E’t‘(TS'E') zeta (+[/;g<)a rendimiento, | o\ apsulacion de FITC-
* e * BSA, (+DE)
ZSNP-BSA 116,41 (1,34) 0,271 | +23,8 (0,77) 96,39 (3,11) 92,22 (1,59)
Z-NP-BSAT 121,83 (0,51) |0,222 | +28,7 (1,10) 98,37 (2,11) 61,11 (2,12)

ZSNP-BSA: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con FITC-BSA

Z-NP-BSA-T: nanoparticulas de zeina preparadas mediante un método de desplazamiento de disolvente tradicional
cargadas con FITC-BSA

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.

% ndice de Polidispersidad.
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¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.
4E porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

€% de eficacia de encapsulacion: porcentaje de la cantidad de proteina FITC-BSA encapsulada en nanoparticulas
de zeina en relacion con la cantidad inicial usada.

EJEMPLO 4

Encapsulacion de rodamina B como modelo de molécula hidréfila pequefia en nanoparticulas de zeina
autoensambladas (ZSNP)

4.1 Encapsulacién de rodamina B en nanoparticulas de zeina autoensambladas

Se uso isotiocianato de rodamina B (RB), una molécula pequefa fluorescente, como modelo de molécula hidrofila
pequefia que va a incorporarse en ZSNP para el estudio de bioadhesion. Para ese fin, se incorporaron 500 pl de
disolucion acuosa de RB (1 mg/ml) en 4 ml de disolucion de zeina-PG o mezcla binaria de PG con glicerol o Lutrol®
L 44 tal como se describi6 en el ejemplo 2. Se mantuvo habitualmente la concentracion de zeina final al 2,5% pl/v.
Con el fin de obtener nanoparticulas ZSNP cargadas con RB, se afiadié un ml de disolucién de zeina que contenia
RB a 5 ml de agua bidestilada. Se recogi6 la suspension acuosa final de nanoparticulas de zeina cargadas con RB
para su caracterizacion adicional. Se prepararon las formulaciones a partir de un disolvente primario de propilenglicol
(RB-ZSNP-PG), o una mezcla binaria de PG y otros disolventes secundarios incluyendo Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-
PG:Lut) o glicerol (RB-ZSNP-PG:G). Se seleccion6 el volumen de los disolventes secundarios segun el estudio
previo realizado para determinar la zona de miscibilidad entre disolventes no volatiles miscibles en PG y zeina-PG
en los que la zeina no era soluble.

Con el fin de comparar la eficacia de encapsulacion de ZSNP con nanoparticulas de zeina tradicionales preparadas
mediante un método de desplazamiento de disolvente, se obtuvieron nanoparticulas de zeina cargadas con RB
preparadas mediante un método tradicional segun el protocolo descrito anteriormente con ligeras modificaciones tal
como se describié en el ejemplo 1 con las mismas cantidades de zeina y RB. Se recogio la suspension acuosa final
de nanoparticulas de zeina cargadas con RB para su caracterizacion adicional tal como se describio en el ejemplo 1.

4.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con RB (RB-ZSNP)

Se determinaron el tamafrio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas tal
como se describié en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion de RB en ZSNP, se
centrifugaron las suspensiones de nanoparticulas a 27.000 x g durante 20 min. Entonces, se determiné la cantidad
de la RB cargada en las nanoparticulas mediante colorimetria a 540 nm (Labsystems iEMS Reader MF, Finlandia).
Se estimo6 la cantidad de RB cargada como la diferencia entre su concentracion inicial afiadida y la concentracion
medida en los sobrenadantes tras la etapa de centrifugacion. Para ese fin, se prepararon curvas de calibracion con
disoluciones patron de RBITC (isotiocianato de rodamina B) a un intervalo de concentracion de desde 10 hasta
100 pg/ml (r = 0,996).

4.3 Liberacion de RB a partir de ZSNP en fluidos del tubo digestivo simulados

Se estudio la liberacion in vitro de RB a partir de las nanoparticulas seguin un protocolo modificado descrito en otra
parte [39]. Para ese fin, se centrifugaron 5 ml de ZSNP cargadas con RB, preparadas a partir de un disolvente
primario de propilenglicol (RB-ZSNP-PG), o una mezcla binaria de PG y otros disolventes secundarios incluyendo
Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut) o glicerol (RB-ZSNP-PG:G), y nanoparticulas tradicionales con RB (RB-NP
tradicionales) a 27.000 x g durante 20 min. para eliminar la RB no encapsulada. Entonces, se dispersaron las
nanoparticulas cargadas con RB en 20 ml de fluido gastrico simulado (SGF; USP XXIlI, pH 1,2; pepsina al 0,32%
p/v) a 37 + 1°C. Entonces, se incubd 1 ml de la suspensiéon durante 2 horas. Tras esto, se centrifugaron las
nanoparticulas a 27.000 x g durante 20 min. y se recogieron los sobrenadantes para calcular la cantidad de RB
liberada a partir de las nanoparticulas en condiciones acidas. Entonces, se resuspendieron los sedimentos en 1 ml
de fluido intestinal simulado (SIF; USP XXIII, pH 7,5; pancreatina al 1% p/v) a 37 + 1°C. A diferentes tiempos (1, 2, 3,
4,5, 6,7y 8 h), se centrifugaron las nanoparticulas a 27.000 x g durante 20 min. y se recogieron los sobrenadantes
para calcular la cantidad de RB liberada a partir de las nanoparticulas tras la incubacién en condiciones de SIF tal
como se describié anteriormente y los sedimentos resultantes se dispersaron siempre en el SIF tras cada tiempo
correspondiente. En todos los casos, se sometio a ensayo la cantidad de RB liberada a partir de ambos fluidos
mediante espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de excitacion) y 580 nm (longitud de onda de emision)
(GENios, TECAN, Austria).

4 .4 Resultados

4.4.1 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con RB (RB-ZSNP)

La tabla 4 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de nanoparticulas autoensambladas cargadas con
RB (RBZSNP). Se prepararon las formulaciones a partir de un disolvente primario de propilenglicol (RB-ZSNP-PG), o
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una mezcla binaria de PG y otros disolventes secundarios incluyendo Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut) o glicerol
(RB-ZSNP-PG:G). Se prepararon nanoparticulas de zeina tradicionales mediante un método de desplazamiento de
disolvente (RB-NP tradicionales). La eficacia de encapsulacion indicd la capacidad ligeramente superior de las
nanoparticulas preparadas mediante el método de autoensamblaje para incorporar moléculas hidréfilas pequefas en
comparacion con nanoparticulas preparadas mediante un método tradicional. En ambos casos, el tamafo de las
nanoparticulas era homogéneo. En ambos casos, la asociacion de RB no afectd a la carga superficial de las
nanoparticulas.

Tabla 4
Caracteristicas fisicoquimicas de nanoparticulas de zeina cargadas con rodamina B.

Datos expresados como media + DE (n=6).

a 0, e o f i
2 Tamafo (nm), b pp) ¢ Potencial zeta i o de % c:e "ef|ca0|a ge
(iDE) (mV) (iDE) ren |m|ent0, encap§u acion e
’ (xDE) rodamina B (+tDE)
RB-ZSNP-PG | 123,44 (1,73) | 0,122 +36,03 (3,66) 9532 (1,73) | 81,44 (1,18)
RO-ZSNP- 164,10 (0,31) | 0,187 +32,46 (3,23) 95,26 (1,74) | 83,16 (2,77)
ﬁgféSNP' 155,64 (3,81) | 0,146 +31,03 (2,00) 95,50 (1,01) | 84,35 (3,54)
RB-NP
NI 133,50 (1,81) | 0,129 +35,51 (1,63) 96,52 (2,54) | 75,31 (1,33)
tradicionales

RB-ZSNP-PG: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con RB obtenidas a partir de un disolvente
primario de propilenglicol

RB-ZSNP-PG:Lutrol RB-ZSNP-PG:G: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con RB obtenidas a partir
de una mezcla binaria de PG con Lutrol® L 44 o glicerol, respectivamente

RB-NP tradicionales: nanoparticulas de zeina preparadas mediante un método de desplazamiento de disolvente
cargadas con RB

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% indice de polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

4E porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

£ % de eficacia de encapsulacion: porcentaje de la cantidad de rodamina B encapsulada en nanoparticulas de zeina
en relacion con la cantidad inicial usada.

4.4.2 Liberacién de RB a partir de ZSNP en fluidos del tubo digestivo simulados

La figura 3 muestra que todos los tipos de formulaciones de nanoparticulas tienen una alta estabilidad en fluido
gastrico simulado acido (SGF). En este caso, la cantidad total de RB liberada a partir de todos los tipos de
formulaciones de nanoparticulas era inferior al 5%. Por otro lado, tras la incubacién en SIF, el perfil de liberacion de
nanoparticulas de zeina autoensambladas con RB (RB-ZSNP) era diferente del perfil descrito para nanoparticulas
de zeina obtenidas mediante un método tradicional (RB-NP tradicionales). Se ha observado que la asociacion de PG
en la matriz de nanoparticulas potenciaba la liberacion de RB en RB-ZSNP en comparacién con las tradicionales. De
hecho, la cantidad total de RB liberada en SIF al final del estudio era entre 1,4 y 1,5 veces superior para RB-ZSNP
que para RB-NP tradicionales.

EJEMPLO 5

Encapsulacién de una sonda fluorescente como modelo de molécula lipdfila pequena en ZSNP

5.1 Produccion de ZSNP cargadas con una molécula lipdfila pequefia

Con el fin de investigar la capacidad de ZSNP para atrapar moléculas hidréfobas, se selecciond la sonda
fluorescente lipdfila perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina (TP) como molécula hidréfoba
insoluble en agua. Para ese fin, se disolvié 1 mg de perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina
en diferentes volumenes de disolucién de PG-zeina (al 1% p/v) con agitacion magnética durante la noche. La razén
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de zeina:perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindocarbocianina era de 2,5:1, 5:1 y 10:1 p/p. Entonces, se
afiadi6 un ml de disolucion de zeina-PG que contenia perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3-
tetrametilindocarbocianina a 5 ml de agua bidestilada. Se recogi6 la suspension acuosa final de nanoparticulas de
zeina cargadas con perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindocarbocianina para su caracterizacion
adicional.

5.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con perclorato de 1,1-
dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina

Se determinaron el tamafio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas tal
como se describio en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion del perclorato de 1,1'-
dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina en ZSNP, se centrifugaron en primer lugar las suspensiones de
nanoparticulas a 3.000 x g para investigar la presencia de cristales de perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3'-
tetrametilindocarbocianina no atrapado. Entonces, se centrifugaron los sobrenadantes de nuevo a 27.000 x g
durante 20 min. Los cristales de perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3"-tetrametilindocarbocianina que precipitaron
tras la primera centrifugacion se resuspendieron en etanol absoluto. Se sometié a ensayo la cantidad de perclorato
de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina mediante espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de
excitacion) y 580 nm (longitud de onda de emision) (GENios, TECAN, Groedig, Austria). Por otro lado, se someti6é a
ensayo la cantidad de perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindocarbocianina libre en el sobrenadante tras
la segunda etapa de centrifugacion mediante espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de excitacion) y
580 nm (longitud de onda de emisién) (GENios, TECAN, Groedig, Austria). Se prepararon las curvas de calibracion
con etanol absoluto que contenia disoluciones patron de perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3"-
tetrametilindocarbocianina a un intervalo de concentracion de desde 1 hasta 10 pg/ml (r = 0,996). Se estimé la
cantidad de perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindocarbocianina cargado como la diferencia entre su
concentracion inicial afiadida y la cantidad libre medida en el precipitado tras la primera etapa de centrifugacion y el
sobrenadante tras la segunda etapa de centrifugacion.

5.3 Resultados

5.3.1 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con perclorato de 1,1’-
dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina

A partir de los resultados mostrados en la tabla 5, puede concluirse que la eficacia de encapsulacién de perclorato
de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3"-tetrametilindocarbocianina era alta (mas del 80%) para todas las formulaciones. Sin
embargo, la eficacia de encapsulacion disminuy6 significativamente al aumentar el porcentaje de la cantidad inicial
de perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina en relacién con zeina. En este contexto, se
encontré que la eficacia de encapsulacion era del 80% para ZSNP preparadas a partir de una razén en peso de
zeina:perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3',3-tetrametilindocarbocianina de 2,5:1 (ZSNP-TP-2,5:1) y de
aproximadamente el 90% para ZSNP preparadas a partir de una razén p/p de zeina:perclorato de 1,1’-dioctadecil-
3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina de 5:1 (ZSNP-TP-5:1). Sin embargo, con una cantidad inicial creciente de
perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3"-tetrametilindocarbocianina en la formulacién (es decir, disminuyendo la razén
de zeina:perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina), la cantidad de la sonda fluorescente
encapsulada por mg de nanoparticula aumenta en la misma proporcién. De un modo similar, el tamafio de particula
aumentd  significativamente al aumentar la cantidad de perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3-
tetrametilindocarbocianina cargado en relacion con la zeina. En todas las formulaciones, el rendimiento de la
proteina zeina era alto para lograr el 98% de la zeina inicial usada para obtener nanoparticulas. Por otro lado, el
aumento del porcentaje de perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina en relacion con la
proteina zeina provoco una disminucion significativa en el potencial zeta.

Tabla 5

Caracteristicas  fisicoquimicas de ZSNP cargadas con perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3-
tetrametilindocarbocianina.

Datos expresados como media + DE (n=6)

a ~ c ; 7 % de| % de eficacia de|'TP cargado
Tamafio (nm), b pp| Potencial zeta dimi laci / d
+DE) (mV), (+DE) rendimiento, | encapsulacion (ng/mg de np)
( : (+DE) (+DE) (+DE)
o 1 |206.23(207) |0,109 |-12,03 (3,66) 98,19 (1,81) |81,13 (1,67) 330,50 (6,80)
%gi\gj 178,98 (4,00) |0,211 | +6,51 (1,63) 99,32 (2,13) |90,14 (2,61) 183,60 (5,31)
ZSNP- 133,12 (3,11) |0,223 | +13,51 (1,63) 99,32 (2,13) |97,66 (2,99) 99,46 (3,04)
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TP-10:1

ZSNP-TP-2,5:1, ZSNP-TP-5:1 y ZSNP-TP-10:1: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con perclorato
de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindocarbocianina (zeina:perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3"-
tetrametilindocarbocianina era de 2,5:1, 5:1 y 10:1 p/p, respectivamente)

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% ndice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

4E porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

€ % de eficacia de encapsulacién: porcentaje de la cantidad de perclorato de 1,1-dioctadecil-3,3,3’,3"-

tetrametilindocarbocianina encapsulado en ZSNP en relacién con la cantidad inicial usada.

" Cantidad de perclorato de 1,1"-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina cargado (ng) por mg de nanoparticula
(np).

EJEMPLO 6

Encapsulacién del antioxidante lipdfilo curcumina en ZSNP

6.1 Produccion de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con curcumina

Con el fin de investigar la capacidad de ZSNP para atrapar moléculas hidréfobas de antioxidantes alimentarios, se
selecciond la curcumina como molécula hidréfoba insoluble en agua. La curcumina (diferuloilmetano) es un polifenol
natural obtenido del rizoma de la curcuma (Curcuma longa). Para ese fin, se disolvieron 10 mg de curcumina en 10
ml de disolucion de zeina en PG con diferentes concentraciones de zeina (al 2,5 y al 5% p/v) o concentraciones
similares de zeina en 10 ml de PG que contenia Labrasol® al 10% v/v. Entonces, se afiadié un ml de disolucién de
zeina-PG que contenia curcumina a 4 ml de agua bidestilada. Se purificaron la suspension acuosa final de
nanoparticulas de zeina cargadas con curcumina (ZSNP-C-2,5 y ZSNP-C-5) o formulaciones preparadas con
Labrasol® (ZSNP-C-2,5L y ZSNP-C-5L) mediante centrifugacion y se recogieron para su caracterizacion adicional.

6.2 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con curcumina (ZSNP-C)

Se determinaron el tamafio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas tal
como se describid en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion de curcumina, se centrifugaron
1,5 ml de ZSNP cargadas con curcumina recién preparadas a 27.000 x g durante 20 min. y se recogieron los
sobrenadantes, se diluyeron con etanol y se sometieron a ensayo para calcular la cantidad libre de curcumina
mediante espectrofotometria UV a 425 nm [40] (Shimadzu 1203 UV-VIS). Se estimé la cantidad de curcumina
cargada en las nanoparticulas como la diferencia entre su concentracion inicial afiadida y la concentraciéon medida
en los sobrenadantes tras la etapa de centrifugacion.

6.3 Resultados

6.3.1 Caracterizacion de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con curcumina

La tabla 6 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP cargadas con curcumina. Se ha
observado que la presencia de Labrasol® disminuia significativamente el tamafio de las nanoparticulas si se
comparaba el tamafio de tanto ZSNP-C-2,5 como ZSNP-C-5 con las mismas formulaciones que contenian
Labrasol® (ZSNP-C-2,5L y ZSNP-C-5L). Sin embargo, la presencia de curcumina no afectd significativamente a la
carga superficial positiva de las formulaciones. En todos los casos, se obtuvo un rendimiento de nanoparticulas alto
que era aproximadamente el 95% de la cantidad inicial de zeina que se transformé en estructura nanoparticulada.
Generalmente, la eficacia de encapsulacion indicé la alta capacidad del método de autoensamblaje para incorporar
moléculas hidréfobas pequefias (curcumina) que oscilaba entre el 65 y el 75%. En este caso, se ha observado que
la presencia de Labrasol® disminuyd significativamente la eficacia de encapsulacion en comparacién con
formulaciones de nanoparticulas obtenidas a partir de disolucién de zeina-PG.

Tabla 6
Caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP cargadas con curcumina

Datos expresados como media + DE (n=6)

Tamafo (nm), L pp) ¢ Potencial zeta|q % de

e o ! :
(+DE) (mV), (+DE) % de eficacia de

rendimiento, encapsulacion  de
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(xDE) curcumina (+DE)
ZSNP-C-2,5 366,13 (2,07) 0,209 +36,11 (3,66) 95,22 (1,00) 70,13 (1,39)
ZSNP-C-5 358,33 (4,00) 0,181 +35,54 (2,63) 94,11 (2,66) 75,15 (2,67)
ZSNP-C-2,5L 218,98 (2,00) 0,241 +36,51 (0,63) 96,75 (2,22) 65,23 (5,61)
ZSNP-C-5L 213,12 (3,98) 0,273 +33,41 (2,65) 95,62 (2,33) 63,66 (2,12)

ZSNP-C-2,5 y ZSNP-C-5: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con curcumina usando disolucién de
PG-zeina a concentraciones de zeina iniciales del 2,5y el 5% p/v en PG, respectivamente.

ZSNP-C-2,5L y ZSNP-C-5L: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con curcumina usando disolucion
de PG-zeina que contenia Labrasol® (al 10% v/v) a concentraciones de zeina iniciales del 2,5 y el 5% p/v en
disolucién de PG:Labrasol®, respectivamente.

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% ndice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

4E porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

€ % de eficacia de encapsulacion: porcentaje de la cantidad de curcumina encapsulada en las formulaciones de
nanoparticulas en relacion con la cantidad inicial de curcumina usada.

EJEMPLO 7

Encapsulacién de clorhexidina en ZSNP como agente antimicrobiano para administraciéon bucal

7.1 Produccion de ZSNP cargadas con clorhexidina

Con el fin de investigar la capacidad de ZSNP para atrapar agentes antimicrobianos, tales como clorhexidina (CHX),
se mezclaron 0,6 ml de disolucion de CHX-gluconato (al 20% p/v Farmacopea Europea) con 5 ml de disolucion de
PG que contenia zeina (al 2,5% p/v) con agitacion magnética. Entonces, se vertio la disolucion de CHX-PG en 94,4
ml o 44,4 ml de agua bidestilada para lograr la formacién de ZSNP cargadas con CHX con una concentracion de
CHX final del 0,12% y el 0,24% p/v, respectivamente.

7.2 Caracterizacion de ZSNP cargadas con clorhexidina

Se determinaron el tamafo, el potencial zeta y del rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas
tal como se describio en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion de CHX, se centrifugd un ml
de ZSNP cargadas con CHX recién preparadas a 27.000 x g durante 20 min y se recogieron los sobrenadantes y se
sometieron a ensayo para calcular la cantidad libre de CHX mediante espectrofotometria UV a 260 nm (Shimadzu
1203 UV-VIS) [41]. Se estimd la cantidad de CHX cargada en las nanoparticulas como la diferencia entre su
concentracion inicial afiadida y la concentracion medida en los sobrenadantes tras la etapa de centrifugacion.

7.3 Resultados

7.3.1 Caracterizacién de nanoparticulas de zeina autoensambladas (ZSNP) cargadas con CHX

La tabla 7 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP cargadas con CHX. En ambos tipos de
nanoparticulas cargadas con CHX (CHX-ZSNP-0,12 y CHX-ZSNP-0,24), el tamafio de las nanoparticulas era
homogéneo (aproximadamente 135 nm). Ademas, las nanoparticulas presentaban una carga positiva. La eficacia de
encapsulacion de CHX era muy alta, logrando aproximadamente el 90% de la cantidad inicial de CHX usada.

Tabla 7
Caracteristicas fisicoquimicas de ZSNP cargadas con CHX

Datos expresados como media + DE (n=6)

d [5) € o n -
& Tamafio (nm),|s ¢ Ppotencial zeta % de|= % de eflplama de
(+DE) PDI (mV), (+DE) rendimiento, encapsulacién  de
- P (+DE) CHX (+DE)
CHX-ZSNP-0,12 134,56 (3,04) 0,121 +30,50 (4,79) 96,55 (2,90) 90,18 (2,82)
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CHX-ZSNP-0,24 132,11 (1,83) 0,100 | +24,54 (1,23) 97,21 (2,71) | 92,24 (1,37)

CHX-ZSNP-0,12 y CHX-ZSNP-0,24: nanoparticulas de zeina autoensambladas cargadas con CHX para lograr una
concentracion de CHX final del 0,12 y el 0,24% p/v en la suspensién acuosa de ZSNP

2 Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% indice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

4E porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de la proteina zeina usada.

€ % de eficacia de encapsulacion: porcentaje de la cantidad de CHX encapsulada en las formulaciones de
nanoparticulas en relacion con la cantidad inicial de CHX usada.

EJEMPLO 8

Estudio de afinidad por la mucosa ex vivo de nanoparticulas de zeina en mucosa bucal porcina

8.1 Liberacion de rodamina B (RB) a partir de formulaciones de nanoparticulas formulaciones en fluido de saliva
simulado

Con el fin de garantizar que la intensidad de fluorescencia medida en el tejido de la mucosa bucal no se origine a
partir de RB libre que se libera a partir de la matriz de nanoparticulas, se realizé un estudio de liberacién in vitro de
RB a partir de nanoparticulas en fluido de saliva simulado. Para este fin, se diluyeron 500 pl de formulaciones de
nanoparticulas preparadas a partir de un disolvente primario de propilenglicol (RB-ZSNP-PG), o una mezcla binaria
de PG y otros disolventes secundarios incluyendo Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut) o glicerol (RB-ZSNP-PG:G) y
nanoparticulas de zeina preparadas mediante un método tradicional (RB-NP tradicionales) (ejemplo 4) con 75 ml de
fluido de saliva simulado (SSF) [42]. A diferentes intervalos de tiempo (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 y 3 horas), se centrifugd 1
ml de cada muestra a 3.000 x g usando tubos de didlisis Vivaspin® 5.000 MWCO (VIVASPIN, Alemania). Se
sometié a ensayo la cantidad de RB libre en el dializado mediante espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda
de excitacion) y 580 nm (longitud de onda de emision) (GENios, TECAN, Austria).

8.2 Ensayo de bioadhesion cuantitativo en mucosa bucal

Se realizé el estudio de bioadhesion ex vivo con formulaciones de nanoparticulas marcadas fluorescentemente con
RB obtenidas en el ejemplo 4.

Para este fin, se obtuvieron cabezas de cerdos de un matadero local y se aislé quirirgicamente la mucosa bucal. Se
limpié el epitelio de los tejidos conjuntivos subyacentes usando tijeras quirdrgicas y se cortd en areas circulares de
2 cm®. Entonces, se almacenaron las muestras de tejido en PBS a 4°C y se usaron en el plazo de 1 hora. Se
sujetaron las muestras de tejido entre pestafias planas de estopa de compartimentos de células de Franz y se
depositaron las formulaciones de nanoparticulas en el compartimento donador. En este caso, las formulaciones de
nanoparticulas eran de 500 ul de: (i) tres suspensiones acuosas de nanoparticulas de zeina marcadas
fluorescentemente con rodamina B obtenidas mediante tecnologia de autoensamblaje a una concentracion de
4,2 mg/ml de nanoparticulas de zeina p/v preparadas a partir de diferentes disolventes (RB-ZSNP-PG, RB-ZSNP-
PG:Lut y RB-ZSNP-PG:G) y (ii) nanoparticulas de zeina marcadas fluorescentemente con rodamina B preparadas
mediante una técnica de evaporacion de disolvente tradicional a la misma concentracion.

Para la aplicacion de la muestra a las superficies mucosas, se expuso un lado del compartimento donador (1 cm? del
tejido) a 500 pl de suspension acuosa de nanoparticulas sélo durante 30 segundos con agitacion de turbulencia para
simular condiciones de lavado de la cavidad bucal. Entonces, se retiraron las muestras del compartimento y se
expusieron las formulaciones a 75 ml de fluidos salivares simulados [19] [20] a 37°C durante 6 horas. Se retiraron las
muestras de tejido a diferentes intervalos de tiempo (0,5, 30, 60, 120 y 180 minutos) y se cortd y se aislé un area de
1 cm?, que se expuso a la muestra durante el experimento. Se sometié a ensayo la cantidad de nanoparticulas
adheridas tal como se describié anteriormente [38]. En resumen, se digiri6 cada segmento de mucosa con 2 ml de
NaOH 3 M durante 24 h. Se diluyeron las muestras hasta 3 ml afiadiendo NaOH 3 M, se agitaron con vortex durante
10 min. y se centrifugaron a 2.000 x g durante 30 min. Finalmente, se sometié a ensayo la cantidad de rodamina B
mediante espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de excitacion) y 580 nm (longitud de onda de emision)
(GENios, TECAN, Groedig, Austria) con el fin de estimar la fraccion de nanoparticulas adheridas a la mucosa. Se
prepararon las curvas patron del estudio de bioadhesién mediante adicién de disoluciones de rodamina B en NaOH
3 M (0,05-1 pg/ml) con tejido control (r>0,996).

8.3 Resultados

8.3.1 Liberacién de RB a partir de formulaciones de nanoparticulas en fluido de saliva simulado
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A partir de la figura 4 puede observarse que la cantidad total acumulativa de RB liberada a partir de las
formulaciones de nanoparticulas tras 3 horas de incubacion en SSF era inferior al 5% de la cantidad encapsulada
total de RB en las formulaciones de nanoparticulas. Por tanto, puede suponerse que la intensidad de fluorescencia
obtenida en el siguiente ensayo de bioadhesion cuantitativo en mucosa bucal se origina a partir de las
nanoparticulas adheridas a la superficie de la mucosa, y por tanto es posible determinar la cantidad total de
nanoparticulas adheridas a la mucosa.

8.3.2 Ensayo de bioadhesién cuantitativo en mucosa bucal

A partir de la figura 5, puede observarse que la capacidad bioadhesiva de nanoparticulas de zeina cargadas con RB
obtenidas mediante el método de autoensamblaje y propilenglicol como disolvente primario (RB-ZSNP-PG) era
mucho mayor que la capacidad bioadhesiva de las nanoparticulas obtenidas mediante un método tradicional (RB-
ZNP-T). En este contexto, la capacidad bioadhesiva inicial de RB-ZSNP-PG era aproximadamente 4 veces superior
que RB-ZNP-T tras 0,5 min. de contacto entre la formulacion de nanoparticulas y la mucosa bucal. Se observé este
fenémeno durante 180 min. Ademas, la cantidad adherida total de RB-ZSNP-PG se mantuvo a niveles superiores
sobre la superficie de la mucosa en comparacion con RB-ZNP-T. De hecho, la fraccién adherida de RB-ZSNP
encontrada al final del estudio (180 min.) era 2 veces superior a la fraccion adherida inicial de RB-ZNP-T. En este
contexto, la tasa de eliminacién de RB-ZNP-T era mas rapida que la de RB-ZSNP. Ademas, nanoparticulas de zeina
cargadas con RB obtenidas mediante el método de autoensamblaje usando mezclas binarias de propilenglicol y
glicerol (RB-ZSNP-PG:G) y propilenglicol y Lutrol® L 44 (RB-ZSNP-PG:Lut) mostraron, durante los primeros 60
minutos del estudio, capacidad bioadhesiva superior a la capacidad bioadhesiva de las nanoparticulas obtenidas
mediante un método tradicional (RB-ZNP-T).

EJEMPLO 9

Nanocapsulas de nucleo-corteza de zeina autoensambladas (ZSNC) catidnicas y anidnicas que contienen aceites
esenciales miscibles en PG

9.1 Preparacion de ZSNC cationicas y anionicas que contienen aceites esenciales miscibles en PG (aromas)

Un aceite esencial es un liquido hidréfobo concentrado que contiene compuestos de aroma volatiles procedentes de
plantas. Los aceites esenciales también se conocen como aceites volatiles, aceites etéreos o aetherolea, o
simplemente como “aceite de” la planta de la que se extrajeron.

En este caso, se han seleccionado algunos aceites esenciales que son miscibles con la disolucién de zeina-PG, por
ejemplo, aceite de Mentha piperita (menta), eugenol, aceite de canela y aceite de tomillo (Thymus vulgaris).

Con el fin de obtener ZSNC cargadas con estos aceites mediante la técnica de nanoprecipitacion in situ-deposicion
en superficie, se disolvid 1 ml de cada aceite en 20 ml de disolucién de zeina-PG (al 2,5% p/v) con agitacion
magnética a temperatura ambiente. Entonces, se obtuvieron las ZSNC catiénicas in situ mediante la simple adicion
de un mililitro de la disolucién de aceite/zeina/PG a 4 ml de agua bidestilada.

Por otro lado, se prepararon ZSNC anidnicas cargadas con aceite de Mentha piperita (menta) mediante la adicion de
polimero anionicos, tales como goma arabiga a la suspension acuosa recién preparada de las nanocapsulas. En
este caso, se obtuvieron ZSNC anidnicas mediante la adicion de 1 ml de disolucién acuosa de goma arabiga (al
0,25% p/v) a 5 ml de suspension acuosa de ZSNC catidnicas cargadas con aceite de Mentha piperita (menta)
(ZSNC-PA1).

De un modo similar, se aplicé un procedimiento de complejacion directa para obtener ZSNC aniénicas cargadas con
aceite de Mentha piperita (menta). Para este fin, se afadid 1 ml de la disolucion de aceite de Mentha piperita
(menta)/zeina/PG a 4 ml de una disoluciéon acuosa de goma arabiga (al 0,05% p/v) dando ZSNC-PA2. Se prepararon
muestras control con todos los tipos de aceites tal como se describié anteriormente mediante el mismo método pero
sin usar proteina zeina.

9.2 Caracterizacion de ZSNC cationicas y anionicas que contienen aceites esenciales miscibles en PG (aromas)

Se determinaron el tamafio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de nanoparticulas tal
como se describio en el ejemplo 1. Se observo el aspecto fisico de formulaciones control y de ZSNC.

Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacién de diferentes tipos de aceites esenciales atrapados en ZSNC, se
prepararon las nanocapsulas usando diferentes aceites esenciales marcados fluorescentemente con la sonda
fluorescente lipofila perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina a una concentraciéon de
25 pg/ml de aceite. Entonces, se obtuvieron las nanocapsulas tal como se describié anteriormente. Tras esto, se
extrajeron los aceites libres que no estaban cargados en ZSNC mediante un aceite inmiscible en agua, tal como
triglicéridos de cadena media (Labrafac™ CC). Se realizé el procedimiento de extraccion mediante extraccion triple
con agitacién vigorosa de 1 ml de Labrafac™ CC con 1 ml de ZSNC fluorescentes recién preparadas. Finalmente, se
sometieron a ensayo los aceites libres que se extrajeron mediante Labrafac™ CC mediante espectrofluorimetria a
540 nm (longitud de onda de excitacion) y 580 nm (longitud de onda de emision) (GENios, TECAN, Austria). Se
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prepararon muestras control (PG sélo sin zeina) con todos los tipos de aceites tal como se describid anteriormente y
se sometieron a ensayo mediante el mismo método.

9.3 Resultados

9.3.1 Caracterizacidon de ZSNC que contienen aceites esenciales miscibles en PG

La figura 6 muestra la eficacia de encapsulacién de ZSNC cationicas cargadas con diferentes aceites esenciales. Se
ha observado la encapsulacion eficaz de los 4 tipos de aceites esenciales cargados en nanocapsulas de zeina
obtenidas mediante la técnica de autoensamblaje in situ. Para todos los tipos de aceites, las eficacias de
encapsulacion oscilaban entre el 85 y el 95%. Estos valores de eficacia de encapsulacion son significativamente
superiores a los valores encontrados en la bibliografia para aceites esenciales encapsulados en nanoparticulas
obtenidas mediante un método tradicional [20]. Las muestras control, preparadas en ausencia de zeina, mostraron
una eficacia de encapsulacion muy baja que indicaba la formacion de emulsiones inestables que mostraban una
separacion de fases y se extraian facilmente mediante Labrafac™ CC (tabla 8).

La tabla 8 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de ZSNC catidnicas cargadas con diferentes aceites
esenciales. Se observd que todas las ZSNC que contenian aceites esenciales presentaban un tamafio homogéneo
(que oscilaba entre 150-180 nm) y carga superficial positiva. El aspecto final de la suspensidon de nanocapsulas es
lechoso y homogéneo en el plazo de los primeros 60 min tras su preparacion. Por otro lado, muestras control
preparadas con PG so6lo y sin zeina presentaban un tamafio de gotita muy grande y mostraban separacion del aceite
en todos los casos. El tamafio de gotita grande constituia aproximadamente el 80-90% de las muestras control que
erade 6 a7 um en el plazo de los primeros 5 min tras su preparacion.

Tabla 8
Caracteristicas fisicoquimicas de ZSNC cationicas y formulaciones control cargadas con aceites esenciales.

Datos expresados como media + DE (n=6)

2 Tamario (nm), (+DE) PPDI  [€ Potencial zeta | 2 Aspecto en el

(mV), (xDE) plazo de 60

Pico y porcentaje min tras la

preparacion de

Pico 1 (nm) % Pico 2 (nm) % la formulacion

ZSNC-P 145,11 (0,61) 100% 0,223 |+19,22+0,11 |-Lechoso y
homogéneo

ZSNC-E 179,03 (4,12) 100% 0,276 |+2,38+0,06 |-Lechoso y
homogéneo

ZSNC-C 188,16 (1,80) 100% 0,239 |+21,56+0,20 |-Lechoso y
homogéneo

ZSNC-T 163,69 (2,02) 100% 0,230 |+24,14+1,09 |-Lechoso y
homogéneo

Control P 411,81 (2,12) 11% 6614,65 (11,21) 89% (0,578 -18,8 £ 3,12 -Aspecto  casi
transparente

-Separacién

del aceite
como capa
flotante

Control E 533,97 (32,37) 13% 6723,13 (22,77) 87% | 0,567 -30,2 £ 0,38 -Aspecto casi
transparente

-Separacién

del aceite
como capa
inferior

Control C 220,43 (31,12) 8% 3453,33 (23,01) 92% | 0,591 -15,1+£ 2,41 -Aspecto  casi
transparente

-Separacion
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del aceite
como capa
inferior

Control T | 240,44 (71,62) 55% |7923,12(66,33) [94,5 |0,578 |-14,2+2,19 -Aspecto  casi
% transparente

-Separacién

del aceite
como capa
flotante

ZSNC-P, ZSNC-E, ZSNC-C y ZSNC-T: nanocapsulas de zeina autoensambladas preparadas a partir de diferentes
aceites esenciales incluyendo aceite de Mentha piperita (menta), eugenol, aceite de canela y aceite de tomillo
(Thymus vulgaris), respectivamente.

Control P, E, C y T: Formulaciones preparadas con los mismos aceites a partir de disolucion de PG sin proteina
zeina.

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% indice de Polidispersidad.
¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

g Descripcion de las formulaciones control y ZSNC tal como separacion de fases, sedimentacion, aglomeraciones o
flotacion.

La tabla 9 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de nanocapsulas aniénicas cargadas con aceite de Mentha
piperita (menta) (ZSNC-PA1 y ZSNC-PA2). La carga superficial para ambos tipos de nanocapsulas era negativa. En
este caso, se ha observado que el recubrimiento de ZSNC-P con goma arabiga (ZSNC-PA1) o la inclusion de la
misma goma en la corteza de ZSNC (ZSNC-PA2) aumentaba significativamente el tamafio de las nanocapsulas en
comparacion con ZSNC-P catidnicas (tabla 8). Ademas, se formaban particulas grandes debido a la aglomeracion
provocada por interacciones de carga opuesta entre la zeina y la goma arabiga. Ademas, se ha mostrado que las
nanocapsulas anionicas cargadas con aceite de Mentha piperita (menta) (ZSNC-PA1 y ZSNC-PA2) presentaban una
alta eficacia de encapsulacion que era del 84 y el 75%, respectivamente.

Tabla 9
Caracteristicas fisicoquimicas de ZSNC anionicas cargadas con aceite de Mentha piperita.

Datos expresados como media + DE (n=6)

2 Tamario (nm), (+DE) 2PDI | € Potencial zeta | ¢ Aspecto en el

(mV), (xDE) plazo de 60 min

Pico y porcentaje tras la

preparacion de la
Pico 1 (nm) % Pico 2 (nm) % formulacién

ZSNC-PA1 265,32 (0,41) | 91% |4342,11 (33,09) 9% 0,273 |-9,22+0,11 -Lechoso y
homogéneo

ZSNC-PA2 471,03 (4,32) |80% |5054,33 (22,08) 20% |0,276 |-3,38+0,06 -Lechoso y
homogéneo

ZSNC-PA1: nanocapsulas de zeina autoensambladas cargadas con aceite de Mentha piperita (menta) y recubiertas
con el polimero polianiénico goma arabiga.

ZSNC-PA2: nanocapsulas de zeina cargadas con aceite de Mentha piperita (menta) que contienen el polimero
polianiénico goma arabiga en la corteza de zeina.

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% ndice de Polidispersidad.
¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

g Descripcion de las ZSNC tal como separacion de fases, sedimentacion, aglomeraciones o flotacion.
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EJEMPLO 10

Nanocapsulas (ZSNC) y microcapsulas (ZSMC) de nucleo-corteza de zeina autoensambladas catidénicas y anidénicas
que contienen aceites esenciales inmiscibles con PG

El aceite de limén es un aceite esencial inmiscible con la disoluciéon de PG/zeina. Por tanto, se optimizé en primer
lugar la emulsién de aceite en agua con diferentes tensioactivos y diferentes razones de aceite:disolucion de PG-
zeina (v/v) para obtener un tamafo de gotita en el intervalo de nm o um.

10.1 Preparacion y caracterizacion de emulsiones que contienen aceite de limén en disolucion de PG-zeina

Con el fin de obtener emulsiones estables de aceite de limén en disolucion de PG-zeina (o/w), se emulsionaron
diferentes cantidades de aceite de limén en disolucion de PG-zeina (aceite de limén al 5, 10 y 15% v/v en disolucion
de PG-zeina) en presencia de tensioactivos con sonicacion durante 1 min. Los tensioactivos usados fueron
Tween® 20 o Tween® 80 a una concentracion final del 2 o el 4% segun la siguiente tabla (tabla 10).

Tabla 10

Composicion de diferentes tipos de emulsiones de aceite de limén en disoluciones de PG-zeina

Numero | % de aceite de | % de Tween® 20 | % de Tween® 80 | % de disolucién | % de
de limon  (viv) en | (viv) en disolucion | (viv) en disolucion | de PG-zeina concentracion
muestra | disolucion  de | de PG-zeina de PG-zeina de zeina (p/v)
de O/W | PG-zeina

1 5 2 0 93 25

2 10 2 0 88 25

3 15 2 0 83 25

4 5 4 0 91 25

5 10 4 0 86 25

6 15 4 0 81 25

7 5 0 2 93 25

8 10 0 2 88 25

9 15 0 2 83 25

10 5 0 4 91 25

11 10 0 4 86 25

12 15 0 4 81 25

Entonces, se dejaron las emulsiones de o/w a temperatura ambiente durante 3 dias. Tras esto, se monitorizaron el
aspecto y los tamarios de particulas para todas las muestras y se visualizaron bajo microscopia optica.

10.2 Resultados

La siguiente tabla (tabla 11) muestra las caracteristicas macro y microscopicas de las emulsiones de aceite de limon
indicadas en la tabla 10 (muestras desde 1 hasta 12). Generalmente, todas las muestras de emulsiones preparadas
con Tween® 80 mostraban mayor tamafio de gotita en comparacion con las muestras preparadas con Tween® 20,
que oscilaba entre 30 y 50 um. Ademas, las muestras 1 y 4, que contenian Tween® 20, presentaban un tamafio de
gotita mas pequefio que era inferior a 2 um. Se analizé el tamario de las muestras 1y 4 tal como se describi6 en el
ejemplo 1. Los resultados demostraron que el tamafio de la emulsion primaria, en la muestra 1, era homogéneo
(400 % 4,6 nm) incluso tras un mes de incubacién a temperatura ambiente. Sin embargo, el tamafio de gotita de la
muestra 4 era de 2,1 + 0,9 um en el mismo periodo de tiempo. La figura 7 mostré algunos ejemplos de imagenes de
microscopia optica que representan el tamafio de gotita de las particulas para las muestras de emulsiones 1, 4,7y
10.

Tabla 11

Caracterizacion macro y microscépica de emulsiones de aceite de limon
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Numero de | Intervalo de tamafio estimado | Observacion macroscépica tras 3 dias a temperatura
muestra de O/W bajo microscopia 6ptica (um) ambiente (presencia de separacion de fases)
1 Inferior a 1 NO
2 5-10 Si
3 10-30 Si
4 1-2 NO
5 50-60 Si
6 10-30 Si
7 5-10 Si
8 15-25 Si
20-30 Si
10 30-50 Si
11 30-50 Si
12 30-50 Si

10.3 Preparacion y caracterizacion de microcapsulas y nanocapsulas de nucleo-corteza de zeina autoensambladas
catidnicas y anidnicas que contienen aceite de limon

En este caso, se prepararon las nano y microcapsulas mediante la técnica de emulsificacion-deposicion en
superficie in situ. Segun los resultados obtenidos a partir de experimentos de optimizacion de emulsiones de o/w de
aceite de limén en disoluciones de zeina, se seleccionaron las muestras 1 y 4 para preparar tanto nanocapsulas
(ZSNC-L1) como microcapsulas (ZSMC-L1) de =zeina autoensambladas catidnicas de nucleo-corteza,
respectivamente. Para ese fin, se prepararon emulsiones (muestras 1y 4) de aceite de limén en disolucién de zeina-
PG tal como se describié en la secciéon 10.1. Entonces, se afiadié 1 ml de dicha emulsién a 4 ml de agua bidestilada.
Con el fin de obtener nanocapsulas (ZSNC-L2) y microcapsulas (ZSMC-L2) de zeina autoensambladas anidnicas de
nucleo-corteza, se afiadid 1 ml de disolucién acuosa de goma arabiga (al 0,25% p/v) a la suspension tanto de
nanocapsulas como de microcapsulas que estaban recién preparadas, con agitaciéon magnética, durante 5 min. a
temperatura ambiente.

Se determinaron el tamafio y el potencial zeta tal como se describié en el ejemplo 1. Por otro lado, con el fin de
calcular la eficacia de encapsulacion, se prepararon todas las formulaciones mediante el mismo método con aceite
de limén marcado fluorescentemente con la sonda fluorescente lipdfila perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3,3'-
tetrametilindocarbocianina a una concentracion de 25 pg/ml de aceite. Entonces, se calculé la eficacia de
encapsulacion tal como se describid en el ejemplo 9. Se visualizaron las formulaciones finales de nanocapsulas
catidnicas mediante microscopia 6ptica y microscopia electrénica de transmision.

10.4 Resultados

La tabla 12 describe las principales caracteristicas fisicoquimicas de nanocapsulas y microcapsulas de zeina
autoensambladas, catidnicas y aniénicas, de nucleo-corteza, recién preparadas (cationicas: ZSNC-L1 y ZSMC-L1;
anionicas: ZSNC-L2 y ZSMC-L2). Tanto las nanocapsulas (ZSNC-L1) como las microcapsulas (ZSMC-L1) catiénicas
presentaron un tamafio homogéneo con un indice de polidispersidad pequefio y estaban cargadas positivamente.
Por otro lado, la presencia del polimero aniénico goma arabiga aumenté significativamente el tamafio de las
particulas. Sin embargo, se observé que la eficacia de encapsulacion de aceite de limén era mas alta en el caso de
las microcapsulas tanto catidnicas como anionicas (ZSMC-L1 y ZSMC-L2) en comparacion con las nanocapsulas. La
figura 8 muestra imagenes de microscopia optica para ZSNC-L1 y ZSMC-L1 y la figura 9 muestra una imagen de
microscopia electronica de transmisién para ZSNC-L1 catiénicas.

Tabla 12

Caracteristicas fisicoquimicas de nanocapsulas y microcapsulas de zeina autoensambladas cationicas y anionicas
de nucleo-corteza

Datos expresados como media + DE (n=6)
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a

¢ Potencial zeta| % de eficacia de
& Tamafio (nm), (+DE) |2 PDI (mV), (+DE) encapsulacion de aceite
T de limoén (xDE)
ZSNC-L1 398,53 (4,66) 0,180 +7,50 (4,79) 86,28 (3,82)
ZSMC-L1 2321,11 (10,83) 0,133 +10,54 (1,23) 96,24 (1,37)
ZSNC-L2 660,51 (5,022) 0,221 -5,54 (2,44) 85,22 (2,45)
ZSMC-L2 4177,33 (19,09) 0,100 -4,80 (1,77) 94,77 (3,11)

ZSNC-L1: nanocapsulas de zeina autoensambladas catiénicas cargadas con aceite de limoén.

ZSMC-L1: microcapsulas de zeina autoensambladas catiénicas cargadas con aceite de limén.
ZSNC-L2: nanocapsulas de zeina autoensambladas anionicas cargadas con aceite de limon.

ZSMC-L2: microcapsulas de zeina autoensambladas aniénicas cargadas con aceite de limoén.

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% ndice de Polidispersidad.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

9 9% de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de aceite de limén encapsulado en las formulaciones en
relacion con la cantidad inicial de aceite de limén usada.

EJEMPLO 11

Nanocapsulas (ZSNC) y microcapsulas (ZSMC) de nucleo-corteza de zeina autoensambladas catiénicas que
contienen acidos grasos y aceites no volatiles

11.1 Preparacion y caracterizacion de ZSNC y ZSMC cationicas que contienen aceite de higado de bacalao y acido
a-linolénico (ALA) como aceites no volatiles

En este caso, se seleccionaron aceite de higado de bacalao y acido a-linolénico (ALA) como acidos grasos omega-3
como modelos para obtener nanocapsulas y microcapsulas como complementos dietéticos con algunos beneficios
en la salud cardiovascular.

El aceite de higado de bacalao es un complemento nutricional derivado del higado del bacalao. Tiene altos niveles
de los acidos grasos omega-3, acido eicosapentanoico (EPA) y acido docosahexanoico (DHA), y muy altos niveles
de vitamina A y vitamina D. El acido a-linolénico es un acido graso n-3 que se encuentra en muchos aceites
vegetales comunes y es un miembro del grupo de acidos grasos esenciales (EFA), asi denominados debido a que
no pueden producirse dentro del cuerpo y deben adquirirse a través de la dieta. Los acidos grasos N-3
(denominados acidos grasos ®—3 o acidos grasos omega-3) son acidos grasos insaturados esenciales con un doble
enlace (C=C) comenzando tras el tercer atomo de carbono desde el final de la cadena de carbonos.

Se obtuvieron nanocapsulas que contenian ALA (ZSNC-ALA) mediante la técnica de nanoprecipitacion in situ-
deposicion en superficie descrita en el ejemplo 9 y se prepararon microcapsulas que contenian aceite de higado de
bacalao (ZSMC-CLO) mediante la técnica de emulsificacién-deposicién en superficie in situ tal como se describe en
el ejemplo 10, pero en este caso el tensioactivo era Lutrol® L 44. Se caracterizaron ambas formulaciones tal como
se describid anteriormente en los ejemplos 9 y 10.

11.2 Resultados

La tabla 13 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de ZSNC y ZSMC cationicas de nucleo-corteza que contienen
ALA y aceite de higado de bacalao, respectivamente.

Tabla 13

Caracteristicas fisicoquimicas de nanocapsulas y microcapsulas de zeina autoensambladas cationicas de nucleo-
corteza que contienen aceite de higado de bacalao y acido a-linolénico (ALA)

Datos expresados como media + DE (n=6)

¢ Potencial =zeta|? % de eficacia de

(mV), (xDE) encapsulacion de
aceites no volatiles

& Tamafio (nm), (+DE) |2 PDI
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(xDE)
ZSNC-ALA 730,11 (2,66) 0,140 +3,50 (4,79) 56,63 (3,82)
ZSMC-CLO 6321,11 (13,45) 0,263 +10,54 (1,23) 63,11 (5,22)

ZSNC-ALA: nanocapsulas de zeina autoensambladas cargadas con acido linolénico

ZSMC-CLO: microcapsulas de zeina autoensambladas cargadas con aceite de higado de bacalao

2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas (nm) mediante espectroscopia de correlacion foténica.
% ndice de Polidispersidad.

¢ Determinacién del potencial zeta mediante anemometria Doppler laser electroforética.

9 9%, de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de aceite no volatil encapsulado en las formulaciones de
nanoparticulas en relacién con la cantidad inicial de los aceites no volatiles usada.
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REIVINDICACIONES
Una nanoparticula seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera de matriz, en donde dicha nanocesfera de matriz comprende una matriz,
comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no
volatil miscible en agua; y

b) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza, en donde dicha nanocapsula vesicular de nucleo-
corteza comprende un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza una proteina hidrofoba
vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,

en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y

en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol
y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Nanoparticula segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un producto de interés.

Un procedimiento para producir una nanoparticula, siendo dicha nanoparticula una nanoesfera de matriz,
en donde dicha nanoesfera de matriz comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina
hidroéfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,

comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto una disolucién de la proteina hidrofoba vegetal en al
menos un disolvente organico no volatil miscible en agua con un no disolvente de proteina hidréfoba
vegetal con el fin de formar dicha nanoparticula y

en el que la disolucion de la proteina hidréfoba vegetal no comprende un disolvente organico volatil,
en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y

en el que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol
y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Un procedimiento para producir una nanoparticula seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una nanoesfera de matriz que comprende un producto de interés, en donde dicha nanoesfera de matriz
comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz una proteina hidréfoba vegetal y al menos un
disolvente organico no volatil miscible en agua; y

(b) una nanocapsula vesicular de nucleo-corteza que comprende un producto de interés, en donde dicha
nanocapsula vesicular de nucleo-corteza comprende un nucleo y una corteza, comprendiendo dicha corteza
una proteina hidréfoba vegetal y al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua,

comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto una disolucién, suspensién o emulsiéon que
comprende la proteina hidréfoba vegetal y el producto de interés en al menos un disolvente organico no
volatil miscible en agua con un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal con el fin de formar dicha
nanoparticula y

en el que la disolucién, suspension o emulsién que comprende la proteina hidréfoba vegetal y el producto
de interés no comprende un disolvente organico volatil,

en el que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y

en el que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol
y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en el que la prolamina es zeina.

Una disolucion que contiene una proteina hidréfoba vegetal en un medio, comprendiendo dicho medio al
menos un disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente, un medio acuoso, en la que la
cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas,
en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no volatil miscible en agua no
comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba vegetal esta
comprendida entre el 0,01 y el 50% (p/v) con la condicién de que cuando la proteina hidroéfoba vegetal es
gliadina, entonces la cantidad de proteina hidréfoba vegetal es mayor de 0,1%, en la que la proteina
hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es
propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Una disolucion, suspension o emulsion que contiene una proteina hidréfoba vegetal y un producto de
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interés disuelto, suspendido o emulsionado en un medio, comprendiendo dicho medio al menos un
disolvente organico no volatil miscible en agua y, opcionalmente, un tensioactivo y, opcionalmente, un
medio acuoso, en la que la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso
para formar nanoparticulas, en la que el medio que comprende al menos un disolvente organico no volatil
miscible en agua no comprende un disolvente organico volatil y en la que la cantidad de proteina hidréfoba
vegetal estd comprendida entre el 0,01 y el 50% (p/v), en la que la proteina hidréfoba vegetal es una
prolamina, y en la que el disolvente organico no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de
propilenglicol y otros disolventes primarios y/o secundarios.

Una suspension de nanoparticulas, en la que las nanoparticulas son segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en un medio, comprendiendo dicho medio al menos un disolvente organico no volatil
miscible en agua y un no disolvente de proteina hidréfoba vegetal, y no comprendiendo un disolvente
organico volatil, en la que la proteina hidréfoba vegetal es una prolamina, y en la que el disolvente organico
no volatil miscible en agua es propilenglicol o una mezcla de propilenglicol y otros disolventes primarios y/o
secundarios.

Una composicién que comprende dos elementos:
a) un primer elemento seleccionado del grupo que consiste en:
(i) al menos una nanoparticula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2;
(ii) una disolucidn segun la reivindicacion 6;
(iii) una disolucion, suspension o emulsion segun la reivindicacion 7; y
(iv) una suspension segun la reivindicacion 8, y
b) un segundo elemento que consiste en un vehiculo.

Composicién segun la reivindicacion 9, que comprende ademas un producto de interés seleccionado de un
herbicida, un insecticida, un fungicida, un producto anti-envejecimiento, un producto anti-acné, un producto
para el cuidado facial, un cosmético pigmentado, un cosmético, un producto para el cuidado personal, un
producto para filtro solar/proteccion solar, un producto para limpiadores dentales, dentifricos o enjuagues,
un producto para champus, un perfume, un producto para el cabello, un aditivo alimenticio, un aceite
esencial, aceite de Mentha piperita, aceite de tomillo, aceite de canela, eugenol, aceite de limén, curcumina,
acido fdlico, acido 4-aminobenzoico, niacina o vitamina B3, acido pantoténico o vitamina B5, monofosfato
de tiamina, pirofosfato de tiamina, trifosfato de tiamina, acido ascoérbico, acidos pteroilpoliglutamicos, acido
folinico, acido nicotinico, acido hialurénico, acido tidctico, acido p-cumarico, acido cafeico, una vitamina de
las familias A, D, E, Ky derivados de las mismas, un fosfolipido, un carotenoide, un acido graso, un acido
graso omega-3, aceite de higado de bacalao, acido linolénico, un aminoacido, un fitostanol, un fitosterol, un
polifenol, clorhexidina, albimina sérica bovina, un agente analgésico, un agente anti-alopecia, un agente
antianginoso, un agente antibacteriano, un agente antidepresivo, un agente antifingico, un agente
antihipertensor, un agente antiinflamatorio, un agente antineoplasico, un agente antipirético, un agente
antipsicotico, un agente ansiolitico, un agente broncodilatador, un glucocorticoide, un agente
inmunosupresor, acido acetilsalicilico, péptido natriurético auricular alfa, arginina vasopresina, atropina,
augmerosen, atorvastatina, Avastin, calcitoninas, clorhexidina, gonadotropinas coridnicas, corticotropina,
desmopresina, epibatidina, erbitux, exenatida, herceptina, humira, humulina, ketoconazol, lanreotida,
lutropina alfa, metoprolol, minoxidilo, nesiritida, octreotida, paclitaxel, paracetamol, pegaptanib, hormona
estimulante de foliculo recombinante, un factor de crecimiento recombinante, remicade, rituxan,
sermorelina, somatotropina, un derivado de taxano, taxol, acetato de teriparatida, tirotropina, triclosan,
urofolitropina, Xolair, actinomicina D, albendazol, aldosterona, alprazolam, amiodarona, amitriptilina,
amprenavir, asimadolina, atorvastatina, bunitrolol, buspirona, camptotecina, carbamazepina, carvedilol,
celiprolol, ciclosporina A, cimetidina, clotrimazol, colchicina, cortisona, daunorubicina, debrisoquina,
dexametasona, diazepam, digitoxina, digoxina, diltiazem, docetaxel, domperidona, doxorubicina, efavirenz,
epirubicina, eritromicina, ergotamina, estradiol, glucorénido de estradiol, erlotinib, etopdsido, fenitoina,
fentanilo, felodipina, fenotiazinas, fexofenadina, fluoroquinolonas, fluorouracilo, FK-506, gentamicina,
griseofulvina, hidrocortisona, imatinib, indinavir, itraconazol, ivermectina, ketoconazol, canferol,
levofloxacina, lidocaina, loperamida, losartan, lovastatina, mebendazol, metilprednisolona, metotrexato,
mibefradil, midazolam, nisoldipino, morfina, nelfinavir, nicardipino, nitrendipino, nifedipino, ondansetrén,
paclitaxel, pentazocina, praziquantel, prednisolona, prednisona, quercetina, quinidina, ranitidina,
rapamicina, rifabutina, rifampicina, ritonavir, saquinavir, sirolimus, sulfametizol, tacrolimus, tamoxifeno,
talinolol, tenipdsido, terfenadina, tetraciclina, topotecan, triamcinolona, valspodar, verapamilo, vinblastina,
vincristina, vindesina, zopiclona y mezclas de los mismos.

Composicion segun la reivindicacion 9, que comprende ademas un producto de interés seleccionado de
anticuerpos o fragmentos de los mismos, proteinas o antigenos bacterianos, fungicos o virales, receptores
celulares, factores de coagulacion, citocinas, enzimas, eritropoyetinas, factores de crecimiento, hormonas,
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12.

13.

14.

15.

ES 2 644 234 T3

insulinas, interleucinas, interferones, ligandos, acidos nucleicos, agentes de transduccién de sefales,
compuestos quimicos organicos pequefios, toxinas.

Un producto alimenticio que comprende una nanoparticula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
2.

Una nanoparticula segun la reivindicacion 2, en la que el producto de interés es el farmaco antimicrobiano
clorhexidina para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una infeccién corporal externa o bucal.

Uso de una nanoparticula segun la reivindicacion 2, en la que el producto de interés es un aceite
seleccionado de aceite de higado de bacalao y acido linolénico, como complemento dietético.

Nanoparticula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, o disolucion segun la reivindicacion 6, o
disolucién, suspension o emulsion segun la reivindicacion 7, o suspension segun la reivindicacion 8, o
composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde la proteina hidréfoba vegetal es
zeina.
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Figura 1
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Capacidad bioadhesiva de las formulaciones de nanoparticulas
en mucosa bucal porcina

"/ RBZSNPPG

Fraccion adherida{mg/cm?)

Tiempo (min.) 120 459

Figura 5
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Eficacia de encapsulacion de los diferentes tipos de aceites esenciales
atrapados en ZSNC y los controles
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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