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DESCRIPCION
Produccién en flujo continuo de nanoparticulas de gelatina
La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de nanoparticulas basadas en gelatina.

En los ultimos afios, se ha dedicado un esfuerzo significativo para desarrollar nanotecnologia para la administracion
de farmacos dado que ofrece medios adecuados para administrar farmacos de bajo peso molecular, asi como
macromoléculas tales como proteinas, péptidos o genes mediante administracién o bien localizada o bien dirigida al
tejido de interés. La nanotecnologia se centra en formular agentes terapéuticos en nanomateriales compuestos
biocompatibles tales como nanoparticulas, nanocapsulas, sistemas micelares y conjugados. Las nanoparticulas de
proteina (BSA, HAS y gelatina) generalmente varian en tamafio entre 20-500 nm y mantienen ciertas ventajas tales
como mayor estabilidad durante el almacenamiento, estabilidad in vivo, ausencia de toxicidad, ausencia de
antigenos y facilidad de aumento a escala durante la fabricacion con respecto a los otros sistemas de administracién
de farmacos. La estructura primaria de la gelatina ofrece muchas posibilidades para modificacion quimica y unién
covalente a farmaco, por ejemplo para administracién de farmacos en general, y como sistema inyectable de
administracion de farmacos en particular.

Algunas fracturas soélo se curan lentamente debido a la complejidad de la fractura o debido a que el paciente tiene
un crecimiento retardado. Métodos actuales de crecimiento acelerado hacen uso de un factor de crecimiento unido a
un tejido, por ejemplo coldgeno. Este método activa células déseas para activar el crecimiento. Los métodos
existentes se basan en rellenar la fractura con material granulado a partir de recursos naturales o sintéticos. Esto
requiere cirugia invasiva, lo que es exigente para el paciente.

Otra opcidon mas preferida es usar materiales inyectables. Por ejemplo, el documento US5932245 da a conocer una
formulacion de dosificacion que proporciona la liberacion de nanoparticulas. Comprende (a) una fase interior que
comprende al menos un compuesto de nanoparticula; y (b) una fase exterior que comprende un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en gelatina, hidrolizados de colageno y mezclas de los mismos. El tamafio
preferido de nanoparticula esti en el intervalo de desde 10-800 nm. Se menciona la libenclamida como compuesto
de nanoparticula para el tratamiento de diabetes.

El documento US2008/0003292 da a conocer nanoparticulas, que consisten esencialmente en un gel acuoso de
gelatina, en el que las nanoparticulas tienen un didmetro promedio de como maximo 350 nm y un indice de
polidispersidad de menos de o igual a 0,15. Las nanoparticulas se usan como sistemas portadores para sustancias
medicinales. Esta publicacion trata con el problema de la amplia distribucion de tamafio de nanoparticulas lo que es
desventajoso con vistas a un comportamiento de transporte y liberacién uniforme. En los ejemplos, se disuelve
gelatina en agua y se ajusta el valor de pH. La desolvatacion de la gelatina se lleva a cabo mediante adicion de
acetona gota a gota. Se afade disolucion acuosa de aldehido glutarico. Se separan las nanoparticulas reticuladas
de esta manera de la disolucion.

Los procedimientos conocidos para fabricar nanoparticulas de gelatina son dificiles de controlar.

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento novedoso para fabricar nanoparticulas
basadas en gelatina que supere los problemas anteriores y/u otros.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento continuo para la preparacion de
nanoparticulas basadas en gelatina en un reactor que comprende un canal de procedimiento que comprende un
elemento de mezclado en el mismo, comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas:

A) alimentar por separado una disolucién acuosa de gelatina a una primera velocidad y un disolvente organico
miscible en agua a una segunda velocidad al canal de procedimiento del reactor para mezclarse en el mismo, para
formar una suspension de nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina y

B) reticular las nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina,

en el que la suma de la primera velocidad y la segunda velocidad se elige de manera que el reactor tiene una
eficacia de mezclado tal como se determina mediante el método de Villermaux/Dushman de entre 0,1y 1,5y

el periodo desde el punto de tiempo en el que se alimenta la disoluciéon acuosa de gelatina al reactor hasta el punto
de tiempo en el que la mezcla de la disolucidon acuosa de gelatina y el disolvente organico entra en contacto con el
elemento de mezclado es como maximo de 15 segundos.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que pueden fabricarse nanoparticulas basadas en gelatina
mediante un procedimiento continuo. El procedimiento se lleva a cabo preferiblemente en un microrreactor o reactor
de flujo. En el presente documento se entiende que el procedimiento continuo significa un procedimiento en el que
se extraen continuamente productos y se reponen continuamente reactivos.
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En el procedimiento discontinuo de la técnica anterior, la desolvatacion de la gelatina se lleva a cabo mediante
adicion de acetona gota a gota. En tal procedimiento, la concentraciéon de la acetona en la mezcla se aumenta
lentamente, hasta un determinado punto en el tiempo en el que empiezan a formarse nanoparticulas de gelatina. Se
requiere la adicién gota a gota, dado que si la acetona se afiade en una etapa, se produce una separacion de fases,
y al final se formaran grandes agregados. Entonces se mezclan las dos fases para dar una disolucién homogénea
junto con la formacién de grandes agregados en vez de nanoparticulas. En la técnica se consideraba que el requisito
para el lento aumento en la concentracion de acetona garantizado por la adicién gota a gota hacia necesario usar un
procedimiento discontinuo para la preparacion de nanoparticulas basadas en gelatina.

La invencién se basa en la constatacién de que la formacién de una mezcla homogénea en la que la concentracion
del disolvente organico es lo bastante alta da como resultado la formacion de nanoparticulas por desolvatacién, y
gue esto puede lograrse instantaneamente poniendo continuamente en contacto una pequefia cantidad de la
disolucién de gelatina y una pequefia cantidad del disolvente organico, en vez de poner en contacto una pequefia
cantidad del disolvente organico con una gran cantidad de la disolucién de gelatina como en el procedimiento
discontinuo. Alimentar un flujo de la disolucién de gelatina y un flujo del disolvente organico en un reactor permite
proporcionar tal mezcla homogénea mientras que se evita la formacién de grandes agregados.

Mediante el uso del procedimiento continuo en un reactor, se obtienen continuamente nanoparticulas basadas en
gelatina que tienen un indice de polidispersidad estrecho, proporcionando ventajosamente un procedimiento eficaz
con alta reproducibilidad. Al contrario que en el procedimiento discontinuo de la técnica anterior en el que los
resultados dependen de la habilidad de la persona que realiza los experimentos, el procedimiento segun la presente
invencion proporciona nanoparticulas de una manera fiable.

Ademas, el procedimiento segun la presente invencion permite un alto grado de libertad para los pardmetros del
procedimiento. Por ejemplo, es posible ajustar el punto de tiempo en el que se afiade el agente de reticulacion. En el
procedimiento discontinuo, el agente de reticulacion debe afiadirse después de que se complete la formacion de las
nanoparticulas no reticuladas para el lote completo. En comparacion, el agente de reticulacion puede afadirse a
medida que se forman las nanoparticulas no reticuladas segun el procedimiento de la presente invencion.

Sorprendentemente, se encontré que pueden obtenerse nanoparticulas de diferentes tamafios controlados segun el
procedimiento de la presente invencién que son diferentes de las nanoparticulas obtenidas a partir de los mismos
compuestos de partida mediante el procedimiento discontinuo. En particular, se encontré6 que pueden obtenerse
nanoparticulas que tienen un didmetro promedio de hasta 800 nm mediante el procedimiento segun la presente
invencion.

La eficacia de mezclado de un reactor se determina alimentando una disolucién de Kl 0,0319 mol/l, KIO3
0,0063 mol/l, H,BO3™ 0,0898 mol/l y NaOH 0,0898 mol/l desde una entrada y una disoluciéon de H,SO4 0,015 mol/l a
otra entrada del reactor a una razén en volumen de 1:1 y midiendo la absorbancia de UV a 286 nm en la salida del
reactor. Un namero inferior de la eficacia de mezclado indica que tuvo lugar mas mezclado en el reactor. El método
se describe mas en detalle en S. Panic, S. Loebbecke, T. Tuercke, J. Antes, Experimental approaches to a better
understanding of mixing performance of microfluidic devices, D. BoSkovi¢, Chem. Eng. J. 2004, 101, 409-419.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que puede determinarse el intervalo adecuado de la suma de la
primera velocidad y la segunda velocidad para un reactor dado para realizar el procedimiento de la presente
invencion realizando el método de Villermaux/Dushman usando las disoluciones anteriormente descritas. Se
encontré que dicho intervalo adecuado para la suma de las velocidades de flujo de la disolucion de gelatina y el
disolvente orgéanico es el intervalo en el que la eficacia de mezclado para las disoluciones anteriormente descritas en
el reactor es de entre 0,1 y 1,5. Por tanto, puede determinarse si un reactor dado es adecuado para la preparacion
de las nanoparticulas de gelatina y puede determinarse el intervalo adecuado de la suma de velocidades de flujo sin
usar la disolucion de gelatina y el disolvente organico.

Para poder lograr la eficacia de mezclado de 0,1 a 1,5, el reactor debe tener un elemento de mezclado. El elemento
de mezclado en el reactor usado en la presente invencion esta dispuesto de tal modo que puede alcanzarse una
eficacia de mezclado de 0,1 a 1,5 eligiendo velocidades de flujo adecuadas.

Se encontré que una eficacia de mezclado demasiado baja o demasiado alta da como resultado o bien al
atascamiento del canal (sin formacion de nanoparticulas) o bien un alto PDI (indice de polidistribucién) de las
nanoparticulas formadas. Preferiblemente, la suma de la primera velocidad y la segunda velocidad se elige de
manera que el reactor tiene una eficacia de mezclado tal como se determina mediante el método de
Villermaux/Dushman de entre 0,25 y 1,3, mas preferiblemente entre 0,5 y 1,0. En este caso, las nanoparticulas
resultantes son pequefias y tienen un bajo PDI.

También se encontré que es preferible que el mezclado empiece lo antes posible tras el contacto de la disolucién de
gelatina y el disolvente orgéanico entre si. El periodo desde el punto de tiempo en el que se alimenta la disolucién
acuosa de gelatina al reactor hasta el punto de tiempo en el que la mezcla entra en contacto con el elemento de
mezclado es como maximo de 15 segundos. Se encontrd experimentalmente que se produce un atascamiento del
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canal cuando la mezcla permanece en el canal mas de 15 segundos antes de dividirse por el elemento de mezclado.
Preferiblemente, el periodo desde el punto de tiempo en el que se alimenta la disolucion acuosa de gelatina al
reactor hasta el punto de tiempo en el que la mezcla entra en contacto con el elemento de mezclado es de 0,01 a
10 segundos. Mas preferiblemente, el periodo es de 0,1 a 5 segundos.

Tal como se usa en el presente documento, un elemento de mezclado es un elemento que divide un flujo en
multiples flujos y recombina los flujos en el reactor. Es posible que los multiples flujos se hagan rotar durante la
etapa de mezclado de division y recombinacién. Se conocen muchos tipos de elementos de mezclado. Un elemento
de mezclado tiene normalmente unidades de repeticién que tienen la misma construccion y la divisién del flujo se
produce normalmente mdltiples veces. Se entiende que el punto de tiempo en el que la mezcla entra en contacto
con el elemento de mezclado significa el punto de tiempo en el que la mezcla se divide por el elemento de mezclado
por primera vez.

Preferiblemente, la division del flujo se produce al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al
menos 40 veces, al menos 60 veces o al menos 80 veces. Preferiblemente, la division del flujo se produce como
maximo 300 veces, como maximo 250 veces, como maximo 200 veces, como maximo 150 veces o como maximo
100 veces.

El nimero adecuado de las divisiones para proporcionar la eficacia de mezclado requerida depende, por ejemplo, de
las velocidades de flujo del flujo de entrada y la seccidn transversal de los canales del reactor.

En algunas realizaciones preferidas, el elemento de mezclado proporciona al menos 60 divisiones, la mezcla fluye
desde la primera divisién hasta la ultima division dentro de un periodo de 60 segundos a 15 minutos y la suma de la
primera velocidad y la segunda velocidad es de 0,4-4,0 ml/min por seccién transversal del canal en mm?® Se
encontré que estas realizaciones proporcionan nanoparticulas basadas en gelatina deseables.

Tal como se usa en el presente documento, se entiende que el término “seccion transversal del canal” es la seccion
transversal del diametro externo del canal. Preferiblemente, la seccion transversal del canal es constante a lo largo
del canal, es decir cuando el canal antes de la division tiene una seccién transversal de A mm?, cada uno de los
canales tiene una seccién transversal de A mm? tras la division.

La seccion transversal del canal es preferiblemente de 0,1 a 100 mmz, mas preferiblemente de 0,5 a 5 mmz, mas
preferiblemente de 1 a 3 mm?.

El elemento de mezclado esté preferiblemente dispuesto de manera que la division se produce uniformemente a lo
largo del canal.

Las dimensiones especificas y las estructuras de mezcladores adecuados y canales de reaccion para lograr el
mezclado deseado puede determinarlas el experto en la técnica, por ejemplo tal como se describe en los
documentos US2006087048, US2005220915 y WO02004076056 que describen microrreactores para fabricar
nanoparticulas.

Puede mezclarse la suspension con la disolucion del agente de reticulacion inmediatamente después de que se
forme la suspensién, o puede ir a través de una fase en la que se forman nanoparticulas adicionales, por ejemplo
pasando a través de canales adicionales.

Tras completarse la desolvatacion, hay una suspensién inestable de nanoparticulas basadas en gelatina. Esta
suspension se mezcla con una disolucidn de agente de reticulacion para estabilizar las nanoparticulas: grupos amina
libre dentro de las cadenas de gelatina de una nanoparticula reaccionan con este agente de reticulacion,
estabilizando asi las cadenas de gelatina en las nanoparticulas. Preferiblemente, el agente de reticulacion se mezcla
con la suspension a una razon molar de 0,5:1 a 2:1 entre el agente de reticulacion y el grupo amina de la gelatina.
Mas preferiblemente, el agente de reticulacion se afiade sélo en un ligero exceso, por ejemplo a una razén molar de
1,1:1 a 1,3:1 entre el agente de reticulacién y el grupo amina de la gelatina, para evitar reticulacién entre particulas:
si se afiade rapidamente un gran exceso de agente de reticulacion, el agente puede producir reticulacion entre
cadenas de gelatina de dos nanoparticulas diferentes. La adicién continua del agente de reticulacion a la suspensién
puede realizarse dentro del reactor en el que se forma la suspensién, o fuera del reactor. En cualquier caso, la
disolucién del agente de reticulacion se alimenta con una velocidad seleccionada para permitir una reticulacién
apropiada sin reticulacion entre particulas. Tras la alimentacion continua controlada del agente de reticulacion, la
mezcla resultante se mantiene fuera del mezclador. Debe observarse que durante la reaccion de reticulacion, no
debe usarse ninguna agitacion, ya que la interaccion mecéanica puede dar como resultado la agregacion entre
particulas y la posterior reticulacion entre particulas.

La disolucion de gelatina usada en el procedimiento segun la invencion tiene preferiblemente un valor de pH de
menos de 7,0. Preferiblemente, la disolucién de gelatina tiene un pH de 2-4. Esto conduce a nanoparticulas mas
pequefias.
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La razon de velocidades de flujo entre la primera velocidad y la segunda velocidad debe elegirse dependiendo de las
concentraciones de los liquidos que van a alimentarse al reactor. La cantidad del disolvente organico con respecto al
agua debe ser suficiente para que se formen las particulas. Se encontré que cuando la cantidad del disolvente
organico es demasiado pequefia, se obtiene una disolucidon transparente en vez de una suspension de
nanoparticulas. Preferiblemente, la segunda velocidad es mayor que la primera velocidad. Por consiguiente, la razén
de la segunda velocidad con respecto a la primera velocidad es preferiblemente de entre 2 y 4. Se encontr6 que este
intervalo da como resultado un bajo PDI de las nanoparticulas resultantes. Lo mas preferiblemente, la razén de la
segunda velocidad con respecto a la primera velocidad es de 2,75 a 3,25 o de aproximadamente 3. Se encontré
sorprendentemente que el tamafio de nanoparticula puede controlarse por la razén entre la primera velocidad y la
segunda velocidad cuando se formaron las nanoparticulas en un reactor de flujo continuo, al contrario que un
procedimiento discontinuo en el que la razén entre el disolvente organico y el agua no cambia sustancialmente el
tamafio de nanoparticula.

La suma de la primera velocidad y la segunda velocidad es preferiblemente de 0,4-4,0 ml/min por seccién
transversal del canal en mm®.

La disolucién acuosa de gelatina alimentada al primer mezclador puede comprender por ejemplo del 0,1 al 25% (p/v)
de la gelatina. Se encontré que una concentracion mayor lleva a un mayor tamafio de particula. Preferiblemente, la
disolucién acuosa de gelatina comprende del 0,1 al 18% (p/v), més preferiblemente del 1 al 15% (p/v) de la gelatina.

La temperatura de reaccion puede variar en un intervalo grande siempre y cuando la disolucién de gelatina pueda
permanecer como una disolucion. Por consiguiente, puede mantenerse el mezclador a una temperatura de por
ejemplo 37°C- 100°C o 40°C - 70°C.

La disolucion del agente de reticulacion puede comprender por ejemplo 0,01-1 mol/l del agente de reticulacion,
preferiblemente 0,05-0,2 mol/l. El disolvente de esta disolucién puede ser agua. Alternativamente, también puede
usarse una mezcla de agua y el disolvente organico afiadida al mezclador como disolvente de esta disolucion. Esto
permite ajustar la razén del disolvente organico con respecto a agua en la suspension final. La razén en volumen del
disolvente orgénico con respecto a agua puede ser por ejemplo de 1-5 o de 2-4.

En algunas realizaciones, puede ser importante determinar la velocidad de alimentacion de la disolucion del agente
de reticulacion basandose en la razén de los grupos funcionales en el sistema. Preferiblemente, la disolucion del
agente de reticulacion se alimenta en etapa B) de manera que la razén del agente de reticulacién con respecto al
grupo amina de la gelatina es de 0,5 a 2,0, preferiblemente de 1,1 a 1,3.

La razén de la velocidad de flujo del agente de reticulacion con respecto a la primera velocidad puede basarse
dependiendo, por ejemplo, de la concentracion de los liquidos alimentados al reactor. Dicha razén puede ser por
ejemplo de 0,05-0,30de 0,1-0,2.

El disolvente organico afiadido al reactor se elige preferiblemente del grupo que consiste en metanol, 2-propanol,
acetonitrilo y acetona. Se prefiere particularmente la acetona como disolvente organico.

El agente de reticulacion se elige preferiblemente del grupo que consiste en dialdehidos, formaldehido, isocianatos,
diisocianatos, carbodiimidas y dihaluros de alquilo. Se prefiere particularmente glutaraldehido como agente de
reticulacion.

También pueden afiadirse compuestos farmacéuticamente activos, por ejemplo un factor de crecimiento, al sistema.
Por tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento en el que las nanoparticulas basadas en gelatina
comprenden ademas un compuesto farmacéuticamente activo. Ademas de componentes activos para nuevo
crecimiento 6seo, hay muchas otras aplicaciones para nanoparticulas de gelatina funcionalizadas, tales como
administracion de farmacos de ADN, por ejemplo, para terapia génica. Aplicaciones contempladas adicionales son la
administracion de farmacos al rifion y al corazén. Se mencionan ejemplos de compuestos farmacéuticamente
activos, por ejemplo, en los documentos US5932245, US5560924, W0O2005/000265, que se incorporan en el
presente documento como referencia. Por ejemplo, en el documento W0O2005/000265, se facilita una larga lista de
posibles compuestos: los compuestos farmacéuticamente activos pueden seleccionarse de una variedad de clases
de farmacos conocidas, incluyendo, por ejemplo, inhibidores de COX-2, retinoides, agentes anticancerigenos, AINE,
proteinas, péptidos, nucledtidos, farmacos antiobesidad, productos nutricéuticos, suplementos alimenticios,
carotenoides, corticosteroides, inhibidores de la elastasa, antiflingicos, terapias oncoldgicas, antieméticos,
analgésicos, agentes cardiovasculares, agentes antiinflamatorios, antihelminticos, agentes antiarritmicos,
antibidticos (incluyendo penicilinas), anticoagulantes, antidepresivos, agentes antidiabéticos, antiepilépticos,
antihistaminicos, agentes antihipertensores, agentes antimuscarinicos, agentes antimicobacterianos, agentes
antineoplasicos, inmunosupresores, agentes antitiroideos, agentes antivirales, ansioliticos, sedantes (hipnéticos y
neurolépticos), astringentes, agentes bloqueantes de los receptores adrenérgicos beta, hemoderivados y
sucedaneos de la sangre, agentes cardiacos inotrépicos, medios de contraste, corticosteroides, antitusivos
(expectorantes y mucoliticos), agentes de diagnostico, agentes de obtencion de imagenes de diagndstico, diuréticos,
dopaminérgicos (agentes antiparkinsonianos), hemostaticos, agentes inmunolégicos, agentes de regulacion de
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lipidos, relajantes musculares, parasimpaticomiméticos, calcitonina paratiroidea y bifosfonatos, prostaglandinas,
productos radiofarmacéuticos, hormonas sexuales (incluyendo esteroides), agentes antialérgicos, estimulantes y
anoréticos, simpaticomiméticos, agentes tiroideos, vasodilatadores, xantinas, formulaciones de alfa-hidroxilo,
terapias contra la fibrosis quistica, terapias contra el asma, terapias contra el enfisema, terapias contra el sindrome
de dificultad respiratoria, terapias contra la bronquitis crénica, terapias contra la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, terapias contra el rechazo al trasplante de Organos, terapias para tuberculosis y otras infecciones
pulmonares, y terapias contra enfermedades respiratorias asociadas con sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
Los ejemplos de agentes activos representativos Utiles en esta invencion incluyen, pero no se limitan a, aciclovir,
alprazolam, altretamina, amilorida, amiodarona, mesilato de benzotropina, bupropion, cabergolina, candesartan,
cerivastatina, clorpromazina, ciprofloxacino, cisaprida, claritromicina, clonidina, clopidogrel, ciclobenzaprina,
ciproheptadina, delavirdina, desmopresina, diltiazem, dipiridamol, dolasetron, maleato de enalapril, enalaprilato,
famotidina, felodipina, furazolidona, glipizida, irbesartan, ketoconazol, lansoprazol, loratadina, loxapina, mebendazol,
mercaptopurina, lactato de milrinona, minociclina, mitoxantrona, mesilato de nelfinavir, nimodipina, norfloxacina,
olanzapina, omeprazol, penciclovir, pimozida, tacolimus, quazepam, raloxifeno, rifabutina, rifampina, risperidona,
rizatriptan, saquinavir, sertralina, sildenafilo, acetil-sulfisoxazol, temazepam, tiabendazol, tioguanina, trandolapril,
triamtereno, trimetrexato, troglitazona, trovafloxacina, verapamilo, sulfato de vinblastina, micofenolato, atovacuona,
atovacuona, proguanil, ceftazidima, cefuroxima, etoposido, terbinafina, talidomida, fluconazol, amsacrina,
dacarbazina, tenipdsido y acetilsalicilato. Se dan a conocer productos nutracéuticos y suplementos alimenticios a
modo de ejemplo, por ejemplo, en Roberts et al., Nutraceuticals: The Complete Encyclopedia of Supplements,
Herbs, Vitamins, and Healing Foods (American Nutraceutical Association, 2001), que se incorpora especificamente
como referencia. Un producto nutracéutico o suplemento alimenticio, también conocido como productos fitoquimicos
o alimentos funcionales, es generalmente cualquiera de una clase de suplementos alimenticios, vitaminas,
minerales, hierbas o alimentos curativos que tienen efectos médicos o farmacéuticos sobre el organismo. Los
productos nutracéuticos o suplementos alimenticios a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, luteina, acido
félico, acidos grasos (por ejemplo, DHA y ARA), extractos de frutas y verduras, suplementos vitaminicos y minerales,
fosfatidilserina, acido lipoico, melatonina, glucosamina/condroitina, Aloe Vera, Guggul, glutamina, aminoéacidos (por
ejemplo, iso-leucina, leucina, lisina, metionina, fenilanina, treonina, triptéfano y valina), té verde, licopeno, alimentos
integrales, aditivos alimentarios, hierbas, fitonutrientes, antioxidantes, constituyentes de flavonoides de frutas, aceite
de onagra, semillas de lino, aceites de pescado y de animales marinos, y probiéticos. Los productos nutracéuticos y
suplementos alimenticios también incluyen alimentos producidos por bioingenieria modificados por ingenieria
genética para tener una propiedad deseada, también conocidos como “farmalimentos”. Puede encontrarse una
descripcion de estas clases de agentes activos y una lista de especies dentro de cada clase en Martindale, The
Extra Pharmacopoeia, vigesimonovena edicion (The Pharmaceutical Press, Londres, 1989), incorporado
especificamente como referencia. Los agentes activos estan disponibles comercialmente y/o pueden prepararse
mediante técnicas conocidas en la técnica.

Los componentes farmacéuticamente activos pueden afiadirse en diferentes etapas del procedimiento. Por ejemplo,
los compuestos farmacéuticamente activos pueden afadirse a la disolucion acuosa de gelatina y/o al disolvente
organico miscible en agua. En este caso, los compuestos se incorporan en las nanoparticulas a medida que se
forman las nanoparticulas. Por tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento en el que la disolucion
acuosa de gelatina y/o el disolvente organico miscible en agua comprenden el compuesto farmacéuticamente activo.

También pueden afiadirse los componentes farmacéuticamente activos después de mezclarse la disolucion de
gelatina y el disolvente organico pero antes de afiadir el agente de reticulacion. Por tanto, la presente invencién
proporciona un procedimiento en el que el compuesto farmacéuticamente activo se alimenta al reactor después de la
formacion de la suspension de las nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina.

También pueden afiadirse los componentes farmacéuticamente activos después de afiadir el agente de reticulacion.
Por tanto, la presente invencidn proporciona un procedimiento en el que el compuesto farmacéuticamente activo se
afade a la suspension recogida desde el reactor.

Es posible alimentar los compuestos farmacéuticamente activos en un medio liquido por separado a la parte del
reactor en la que se forman las nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina. En este caso, los compuestos se
incorporan en las nanoparticulas a medida que se forman las nanoparticulas. Alimentar los compuestos por
separado es ventajoso porque su velocidad de flujo puede controlarse independientemente de la disolucién acuosa
de gelatina y el disolvente organico miscible en agua.

Se observa que la invencion se refiere a todas las posibles combinaciones de caracteristicas descritas en el
presente documento, especialmente las caracteristicas indicadas en las reivindicaciones.

Ahora se explicara la invencion con referencia a las siguientes figuras en las que:

la figura 1 es una representacién esquematica de un ejemplo de un sistema de reactor usado en el procedimiento
segun la presente invencion;

las figuras 2-5 muestran una representacion esquematica de varios ejemplos de un sistema de reactor usado en el
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procedimiento segun la presente invencion;

la figura 6 muestra una representacion esquematica de un ejemplo del reactor para la medicion del método de
Villermaux/Dushman y

la figura 7 muestra una representacion esquematica de ejemplos de un elemento de mezclado usado en el
procedimiento segun la presente invencion.

La figura 1 muestra un ejemplo de un sistema de reactor para producir nanoparticulas basadas en gelatina segun el
procedimiento de la presente invencion. El sistema comprende un reactor 100. El reactor 100 comprende un primer
mezclador 10, un canal 30 de reaccién y un segundo mezclador 20. La temperatura del reactor se controla mediante
un controlador de temperatura. El primer mezclador tiene una primera entrada 11 y una segunda entrada 12. Una
disolucién acuosa de gelatina se alimenta a la primera entrada 11 a una velocidad controlada. La disolucién de
gelatina se mantiene a una temperatura a la que la disolucién de gelatina permanece liquida. Un disolvente organico
se alimenta a la segunda entrada 12 a una velocidad controlada. Los liquidos se mezclan en el primer mezclador 10
y fluyen hacia fuera desde la salida 13. La mezcla entra en el canal 30 de reaccién a través de su entrada 31 de
canal de reaccion. Para cuando la mezcla liquida alcanza la salida 32 de canal de reaccion, se ha completado el
procedimiento de desolvatacion y una suspension de nanoparticulas basadas en gelatina fluye en la salida 32 de
canal de reaccion. Se apreciard que puede que la salida 13 del primer mezclador 10 y la entrada 31 de canal de
reaccion no sean necesariamente distinguibles de manera clara sino que formen un Unico canal. El primer mezclador
10 puede tener la estructura tal como se ilustra en la figura 7.

La suspensién procedente del canal 30 de reaccién sale desde su salida 32 de canal de reaccion y entra al segundo
mezclador a través de su primera entrada 21. También se alimenta una disolucién de reticulante al segundo
mezclador 20 a través de su segunda entrada 22. La suspension procedente de la primera entrada 21 y la disolucion
de reticulante procedente de la segunda entrada 22 se mezclan en el segundo mezclador 20 en el que se produce la
reticulacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas reticuladas se recogen a partir de la salida 23.

Hay muchas variaciones posibles de esta realizacion. En una variacion, se alimenta al sistema una disolucién o una
dispersién de un compuesto farmacéuticamente activo. El primer mezclador 10 o el segundo mezclador 20 pueden
comprender una entrada adicional a través de la cual se alimenta el compuesto farmacéuticamente activo. El
microrreactor 10 puede comprender un mezclador adicional al que se alimenta el compuesto farmacéuticamente
activo, mezclador adicional que puede alimentarse adicionalmente con el liquido procedente del primer
microrreactor, el canal de reaccién o el segundo microrreactor. De este modo, pueden formarse nanoparticulas
basadas en gelatina que comprenden el compuesto farmacéuticamente activo.

La figura 2 muestra un ejemplo adicional del sistema de reactor para producir nanoparticulas basadas en gelatina
segun el procedimiento de la presente invencion. Este ejemplo es el mismo que en la figura 1 excepto porque el
reactor 100 no comprende ningun canal 30 de reaccion, pero el mezclador 10 es mayor que en la figura 1 para
garantizar el tiempo de reaccion prolongado para proporcionar las nanoparticulas.

La figura 3 muestra un ejemplo adicional del sistema de reactor para producir nanoparticulas basadas en gelatina
segun el procedimiento de la presente invencion. Este ejemplo es el mismo que en la figura 1 excepto porque el
reactor 100 no comprende un segundo mezclador, sino que se usa un divisor en T para la adicién del agente de
reticulacion.

La figura 4 muestra un ejemplo adicional del sistema de reactor para producir nanoparticulas basadas en gelatina
segun el procedimiento de la presente invencion. Este ejemplo es el mismo que en la figura 2 excepto porque el
reactor 100 no comprende un segundo mezclador, sino que se usa un divisor en T para la adicién del agente de
reticulacion.

La figura 5 muestra un ejemplo adicional del sistema de reactor para producir nanoparticulas basadas en gelatina
segun el procedimiento de la presente invencion. Este ejemplo es el mismo que en la figura 2 excepto porque el
reactor 100 no comprende un segundo mezclador y el agente de reticulacién se afiade fuera del reactor.

La figura 6 muestra un ejemplo del sistema de reactor para medir la eficacia de mezclado mediante el método de
Villermaux/Dushman. En esta figura, la salida del microrreactor esta conectada a una celda UV que esta acoplada a
un ordenador para analizar la absorcion UV. Se puede determinar la eficacia de mezclado de los reactores ilustrados
en las figuras 1-5 estableciendo la velocidad de flujo Q a cero y realizando por tanto la configuracion de la figura 6.

La figura 7 muestra dos ejemplos de un elemento de mezclado usado en el procedimiento segun la presente
invencioén. El elemento de mezclado de la figura 7 puede usarse como el primer mezclador 10 en las figuras 1-6.

Experimentos

Se llevaron a cabo experimentos usando las siguientes disoluciones:

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 663 634 T3

Disolucién A (0,0165 M): Gelatina A de piel de cerdo (CAS: 9000-70-8) (al 5% p/v) en agua (se ajusta el pH a 2,5)
Disolucién B: Acetona p.a.

Disolucion Q (0,1 M): Glutaraldehido (al 1% p/v) en agua/acetona (1:2,57 v/v)

Nota: se preparo la disolucién Q mediante dilucion de GTA (al 25% p/v) en agua con agua/acetona (1:3 v/v)

La razon del agente de reticulacion con respecto al grupo amina de la gelatina era de 1,1.

Experimento 1

Se uso el sistema de reactor ilustrado en la figura 4. La primera unidad de mezclado tenia una estructura tal como se
ilustra en la figura 7(a).

El volumen de reactor era de 2,4 ml. El nimero de divisiones en el reactor era de 70. La seccién transversal del
canal era de 1,0 mm?>

Se mantuvo la disolucién A a una temperatura elevada mediante calentamiento de la disolucion madre con una
manta calorifica y se mantuvo a 40°C. Se alimentaron las disoluciones A, B y Q al sistema a una velocidad de flujo
tal como se muestra en la tabla 1. En la tabla 1 también se muestra el periodo desde el punto de tiempo en el que se
alimentaron los flujos a las entradas del reactor hasta el punto de tiempo en el que la corriente mezclada entré en
contacto con el primer divisor.

En cada ejemplo, la mezcla liquida que salia del canal de reaccién era una suspension lechosa, indicando que se
obtuvo una suspension de nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina. Sin embargo, en los ejemplos 1-5 el
reactor se atasco después de un breve periodo de tiempo.

Se dejaron las suspensiones de nanoparticulas resultantes durante 16 horas para permitir completarse la reaccion
de reticulacion de GTA. Se diluyeron de 3 a 4 gotas de la disolucion hasta ~1 ml de agua mQ y se analizaron con
dispersion de luz dinamica (DLS). Después de eso, se afiadieron ~5 ml (un volumen aproximadamente igual al de la
suspension) de disolucién de glicina (100 mM) para bloquear el GTA sin reaccionar. Se lavaron las suspensiones de
nanoparticulas 3 veces usando ciclos de centrifugacion y resuspension de nanoparticulas en agua MilliQ. Tras la
tercera centrifugacién, se resuspendieron las nanoparticulas en una mezcla de acetona y agua MilliQ (1:3) y se
liofilizaron para dar un polvo seco.

Tabla 1
Suma de Periodo desde la Tiempo de Tamario
Ejemplo | Flujo A | Flujo B | velocidad de | Flujo Q entrada hasta la residencia (nm) PDI
flujo de A+B primera divisién (s) (min)
1-1 0,10 0,30 0,40 0,0165 4,25 6,00 219 0,04
1-2 0,20 0,60 0,80 0,033 2,13 3,00 207 0,03
1-3 0,40 1,20 1,60 0,066 1,06 1,50 160 0,02
1-4 1,00 3,00 4,00 0,165 0,43 0,60 154 0,03
1-5* 2,00 6,00 8,00 0,33 0,21 0,30 145 0,06
1-6 0,20 0,60 0,80 0,033 2,13 3,00 191 0,10

*Después de 30 minutos el reactor se arruina en este tipo y tamafio de reactor, debido a ensuciamiento del reactor

Todas las velocidades de flujo estan en mi/min. En el ejemplo 1-6 se cambid la gelatina A (disolucion A) por gelatina
B (piel bovina (CAS: 9000-70-8)). El procedimiento era idéntico a la produccion de nanoparticulas a partir de gelatina

Se determind la eficacia de mezclado para la suma de las velocidades de flujo de A+B usadas en cada ejemplo
segun el método de Villermaux/Dushman usando disoluciones X e Y, tal como se muestra en la tabla 2.

Especificaciones de las disoluciones X e Y

Disolucién X (en agua desmineralizada): K1 0,0319 molll
KIOz 0,0063 mol/l
H>BO3 0,0898 mol/l
NaOH 0,0898 mol/l

Disolucién Y (en agua desmineralizada): H,S04 0,015 mol/l
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Se bombearon las disoluciones X e Y a través del reactor con una razén de velocidades de flujo de 1:1 tal como se
representa en la tabla 2. La temperatura del reactor era de 22°C. Se bombeé el flujo de salida del reactor
directamente al interior de la celda UV (marca: Avantes, véanse las especificaciones) para medir la absorcion UV a
286 nm (altura de pico). Se conectaron el reactor y la celda UV con un tubo de 1,0 metro con un D.l. de 0,02". La
absorbancia medida es igual a la eficacia de mezclado.

Especificaciones de la celda UV:
Avantes (Avalight DHc y AvaSpec-ULS3648)

Datos técnicos de la celda UV

Tipo de celda de flujo Microcelda de flujo Z-1,5
Intervalo de longitud de onda 200 — 2500 nm
Longitud del camino éptico 1,5mm
Volumen de muestra 3ul
D.E. de tubo de conexién 1,5 mm (1/16”)
Escala de presién 10 bar
Acoplamiento de fibra éptica Casquillo de 1,6 mm
Dimensiones / material 32 x 38 x 13 mm / PEEK
Software

Versién 7 del software del espectrometro para Windows95/98/2000/NT/ME/XP/Vista para AvaSpec (AvaSoft 7.5.3).

Tabla 2
Suma de Eficacia de
Ejemplo | Flujo X | FlujoY | velocidad de mezclado
flujo de X+Y Ab (286 nm)
1-1 0,20 0,20 0,40 1,36
1-2 0,40 0,40 0,80 1,01
1-3 0,80 0,80 1,60 0,65
1-4 2,00 2,00 4,00 0,42
1-5 4,00 4,00 8,00 0,21
1-6 0,40 0,40 0,80 1,01

Para cada suma de la velocidad de flujo, se determiné la eficacia de mezclado tal como se muestra en la tabla 2.
Comparando las tablas 1 y 2, puede observarse que la suma de las velocidades de flujo de 8,00 que da como
resultado una eficacia de mezclado de méas de 0,21 lleva a un procedimiento relativamente inestable para la
preparacion de las nanoparticulas de gelatina. Por tanto, la suma de las velocidades de flujo se elige preferiblemente
de manera que la eficacia de mezclado sea de mas de 0,21, por ejemplo al menos 0,25.

Experimento 2

Se uso el sistema de reactor ilustrado en la figura 4. La primera unidad de mezclado tiene una estructura tal como se
ilustra en la figura 7(b). La segunda unidad de mezclado no tenia una estructura para dividir y recombinar el flujo.

El volumen de react(Z)r era de 3,0 ml. El nimero de divisiones en el reactor era de 135. La secciéon transversal del
canal erade 1,0 mm-.

Excepto por el tipo de reactor (diferente tipo de divisiones y volumen de reactor), el experimento se realiz6 del
mismo modo que en el experimento 1.

En cada ejemplo, la mezcla liquida que salia del canal de reaccién era una suspension lechosa, indicando que se
obtuvo una suspensién de nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina. Ya después de la 302 division, la
mezcla liquida era una suspension lechosa.

Se trataron y analizaron las disoluciones de nanoparticulas resultantes de la misma manera que en el experimento
1. Los resultados se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3

Sume_l de Periodo desde Tiempo de .
Ejemplo | Flujo A | Flujo B (\j/eloc_ldad Flujo Q la entra_da hasta residencia Tamatio PDI

e flujo de la primera (min) (nm)

A+B division (s)

2-1 0,10 0,30 0,40 0,0165 4,45 7,50 140 0,10
2-2 0,20 0,60 0,80 0,033 2,22 3,75 129 0,08
2-3 0,50 1,50 2,00 0,0825 0,89 1,50 139 0,05
2-4 1,00 3,00 4,00 0,165 0,45 0,75 105 0,07
2-5 2,00 6,00 8,00 0,330 0,22 0,375 101 0,05

Se obtuvo una dispersion de nanoparticulas mediante un procedimiento estable. Se espera que la eficacia de
mezclado para el reactor usado en este experimento para las velocidades de flujo tal como se indica en la tabla 3
seadeentre 0,1y 1,5.

Experimento 3: experimento discontinuo: 1,25 g

Se disolvieron 1,25 g de gelatina A en 25 ml de agua MilliQ a 50°C. A continuacién, se afiadieron 25 ml de acetona
de una sola vez y se dej6 enfriar la disolucion hasta temperatura ambiente durante una hora. Se desecho el
sobrenadante y volvié a disolverse el residuo en 25 ml de agua MilliQ. Se ajust6 el pH a 3,0 con adicién de HCI 1 N.
Se calento la disolucion hasta 50°C y se agito a 600 rpm. Se afiadieron 75 ml de acetona con una velocidad de flujo
de 1,76 ml/min. Una vez que se completd la adicion de la acetona, se afiadieron 4,125 ml de glutaraldehido y se
agito la disolucion durante otras 16 horas. Se diluyeron de 3 a 4 gotas de la disolucién hasta ~1 ml de agua mQ y se
analizaron con dispersion de luz dindmica (DLS).

Experimento 4: experimento discontinuo: 12,5 g

Se disolvieron 12,5 g de gelatina A en 250 ml de agua MilliQ a 50°C. A continuacion, se afiadieron 250 ml de
acetona de una sola vez y se dejo enfriar la disolucion hasta temperatura ambiente durante una hora. Se desechd el
sobrenadante y volvio a disolverse el residuo en 250 ml de agua MilliQ. Se ajust6 el pH a 3,0 con adicién de HCI 1 N.
Se calento la disolucion hasta 50°C y se agit6 a 600 rpm. Se afiadieron 750 ml de acetona con una velocidad de flujo
de 17,6 ml/min. Una vez que se completd la adicion de la acetona, se afiadieron 41,25 ml de glutaraldehido y se
agito la disolucion durante otras 16 horas. Se diluyeron de 3 a 4 gotas de la disolucién hasta ~1 ml de agua mQ y se
analizaron con dispersion de luz dindmica (DLS).

Tabla 4
Experimento | Escala | Tamafio (nm) PDI
3 1,259 419 0,19
4 125¢g 289 0,24

Puede observarse que el tamafio y el PDI de las nanoparticulas de gelatina difieren sustancialmente dependiendo
de la escala de la produccién para el procedimiento discontinuo. Se encuentra que el PDI es muy alto.

Ejemplo 5

Se uso el sistema de reactor ilustrado en la figura 4. La unidad de mezcla tiene una estructura tal como se ilustra en
la figura 7(a).

Excepto por la concentracion de la disolucién de gelatina, el experimento se realizé de la misma manera que en el
experimento 1. Se hizo variar la concentracion de la disolucién de gelatina tal como se indica en la tabla 6.

En cada ejemplo, la mezcla liquida que salia del canal de reaccién era una suspension lechosa, indicando que se
obtuvo una suspension de nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina obtenidas.

Se trataron y analizaron las disoluciones de nanoparticulas resultantes de la misma manera que en el experimento
1. Los resultados se muestran en la tabla 6.

10
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Tabla 6
Suma de Periodo desde Tiempo
Ejemplo Concentracion | Flujo | Flujo velocid_ad Flujo | la entra_da hasta _de _ Tamafio PDI
(%) A B de flujo Q la primera residencia (nm)
de A+B divisién (min)
6-1 25 0,2 0,6 0,8 0,033 2,13 3,00 128 0,09
6-2 5 0,2 0,6 0,8 0,033 2,13 3,00 207 0,03
6-3 7,5 0,2 0,6 0,8 0,033 2,13 3,00 216 0,03
6-4 10 0,2 0,6 0,8 0,033 2,13 3,00 246 0,03

El ejemplo 6-2 es idéntico al ejemplo 1-2.

11
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REIVINDICACIONES

Procedimiento continuo para la preparacion de nanoparticulas basadas en gelatina en un reactor que
comprende un canal de procedimiento que comprende un elemento de mezclado en el mismo,
comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas:

A) alimentar por separado una disolucion acuosa de gelatina a una primera velocidad y un disolvente
organico miscible en agua a una segunda velocidad al canal de procedimiento del reactor para
mezclarse en el mismo, para formar una suspension de nanoparticulas no reticuladas basadas en
gelatinay

B) reticular las nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina,

en el que la suma de la primera velocidad y la segunda velocidad se eligen de manera que el reactor tiene
una eficacia de mezclado tal como se determina mediante el método de Villermaux/Dushman de entre 0,1 y
15,

el periodo desde el punto de tiempo en el que se alimenta la disolucién acuosa de gelatina al reactor hasta
el punto de tiempo en el que la mezcla de la disolucidon acuosa de gelatina y el disolvente organico entra en
contacto con el elemento de mezclado es como maximo de 15 segundos,

y en el que la eficacia de mezclado se determina alimentando una disoluciéon de Kl 0,0319 mol/l, KIO3
0,0063 mol/l, H,BO3 0,0898 mol/l y NaOH 0,0898 mol/l desde una entrada y una disoluciéon de H>SO4
0,015 mol/l a otra entrada del reactor a una razén en volumen de 1:1 y midiendo la absorbancia de UV a
286 nm en la salida del reactor.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en la que la suma de la primera velocidad y la segunda velocidad
se elige de manera que el procedimiento tiene una eficacia de mezclado tal como se determina mediante el
método de Villermaux/Dushman de entre 0,25y 1,3, mas preferiblemente entre 0,5y 1,0.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el periodo desde el punto de tiempo en el que se
alimenta la disolucién acuosa de gelatina al reactor hasta el punto de tiempo en el que la mezcla de la
disolucion acuosa de gelatina y el disolvente organico entra en contacto con el elemento de mezclado es de
0,01 a 10 segundos.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la disolucion acuosa de gelatina comprende del 0,1
al 18% (p/v) de la gelatina.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que se alimenta una disolucién de un agente de
reticulacién en la etapa B) de manera que la razon del agente de reticulacién con respecto al grupo amina
de la gelatina es de 0,5 a 2,0, preferiblemente de 1,1 a 1,3.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la razén de la segunda velocidad con respecto a la
primera velocidad es de entre 2 y 4, preferiblemente de 2,75 a 3,25.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la seccion transversal del canal de procedimiento es
de 0,5 a5 mm? mas preferiblemente de 1 a 3 mm?>.

Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, en el que el elemento de mezclado proporciona al menos 10
veces una division del flujo.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la suma de la primera velocidad y la segunda
velocidad es de 0,4 a 4,0 ml/min por seccién transversal del canal en mmZ.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la disolucién de gelatina tiene un pH de 2 a 4.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el disolvente organico se elige del grupo que consiste
en metanol, 2-propanol, acetonitrilo y acetona.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el agente de reticulacion se elige del grupo que
consiste en dialdehidos, formaldehido, isocianatos, diisocianatos, carbodiimidas y dihaluros de alquilo.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que las nanoparticulas basadas en gelatina comprenden
ademas un compuesto farmacéuticamente activo.

Procedimiento segun la reivindicacion 13, en el que la disolucién acuosa de gelatina y/o el disolvente
organico miscible en agua comprende el compuesto farmacéuticamente activo.
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15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que el compuesto farmacéuticamente activo se alimenta al
reactor tras la formacién de la suspension de las nanoparticulas no reticuladas basadas en gelatina.
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