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DESCRIPCION
Métodos para producir nanoparticulas
Campo de la divulgacion

[0001] Los conceptos de la invencidn general se relacionan con nanoparticulas, métodos para producir
nanoparticulas, y métodos de uso de las mismas. Mas en particular, los conceptos de la invencién general se
relacionan con particulas de nanomateriales compuestos, nanoparticulas de polimeros, métodos para producir
particulas de nanomateriales compuestos y nanoparticulas de polimeros, y métodos de uso de las mismas.

Base de la divulgacién

[0002] La nanotecnologia se esta tornando de manera creciente un campo clave de la tecnologia, debido a su
diversa variedad de aplicaciones potenciales. Tales aplicaciones incluyen medicina, biomedicina, electrénica,
biotecnologia, biomateriales, biomecanica y producciéon de energia, sélo por nombrar algunas. Varios métodos
utilizados para producir nanomateriales se enfocan en aproximaciones de arriba-a-abajo, en las que se usan
grandes estructuras para ensamblar estructuras mas pequeias. Existen también aproximaciones de fondo-hacia-
arriba en las que los atomos, iones, o moléculas son ensamblados selectivamente, para crear estructuras utiles.
Los métodos actuales de produccion de nanoparticulas estan limitados frecuentemente a la escala de pequefos
lotes, lo cual impide aplicaciones a gran escala. El documento WO 2008/137733 se relaciona con estructuras
micelares y métodos para hacer estructuras micelares. Yu et al (J. Mater. Chem., 2011, 21, 15957-15961) se
relacionan con una estrategia para manipular autoensamblaje molecular para producir in situ nanoparticulas de
lipido so6lido. ElI documento US 2004/0033345 se relaciona con un complejo soluble en agua, que comprende un
nucleo interior de una nanoparticula de metal o de semiconductor. La nanoparticula esta recubierta con un ligando
hidr6fobo, el cual esta encapsulado en una micela.

Resumen de la divulgacion

[0003] Los conceptos de la invencidon general contemplan sistemas, aparatos y métodos que se relacionan con la
producciéon de nanoparticulas, asi como métodos para el uso de nanoparticulas. Mas especificamente, los
conceptos de la invencion general contemplan particulas de nanomateriales compuestos, nanoparticulas de
polimeros, métodos para producir particulas de nanomateriales compuestos y nanoparticulas de polimeros, y
métodos para usar los mismos.

[0004] En un ejemplo de realizacién, se divulga un método para producir particulas de nanomateriales compuestos.
El método comprende el suministro de un fluido de fase orgéanica a una boquilla. El fluido de fase organica
comprende un solvente organico, un compuesto anfifilico, y una pluralidad de nanoespecies hidroéfobas. Se genera
un campo eléctrico en proximidad de la boquilla, tal que el fluido que sale de la boquilla forma un chorro de cono
que se dispersa en una pluralidad de gotas. La pluralidad de gotas es recolectada en una solucion acuosa de
recoleccién. En la solucion acuosa de recoleccion, se autoensamblan las particulas de nanomateriales compuestos
y comprenden una micela anfifilica que encapsula por lo menos una nanoparticula hidréfoba.

[0005] Se divulga un método para la produccion de nanoparticulas de polimeros. El método comprende el
suministro de un fluido de fase organica a una boquilla. En ciertas realizaciones, el fluido de fase organica
comprende un solvente organico, un compuesto anfifilico y un polimero hidr6fobo. Se genera un campo eléctrico en
proximidad de la boquilla, tal que el fluido que sale de la boquilla forma un chorro de cono que se dispersa en una
pluralidad de gotas. La pluralidad de gotas es recolectada en una solucién acuosa de recoleccién. En la solucion
acuosa de recoleccién, se autoensamblan las nanoparticulas de polimeros y comprenden una micela anfifilica que
encapsula el polimero hidréfobo.

[0006] En un ejemplo de realizacién, se divulga una particula de nanomaterial compuesto. La particula de
nanomaterial compuesto comprende una micela que comprende un compuesto anfifilico. Por lo menos un primer
punto cuantico es encapsulado en la micela, y el primer punto cuantico tiene una longitud de onda de primera
emision. Por lo menos un segundo punto cuantico es encapsulado en la micela, y el segundo punto cuantico tiene
una longitud de onda de segunda emisién que es diferente de la longitud de onda de primera emisién. La particula
de nanomaterial compuesto tiene un didmetro dentro de un intervalo de 5 nm a 1000 nm. En un ejemplo de
realizacién, la longitud de onda de primera emision esta dentro de un intervalo de 490 nm a 560 nm y la longitud de
onda de segunda emision esta dentro de un intervalo de 590 nm a 700 nm.

[0007] A partir de la siguiente descripcion detallada, seran evidentes para aquellos expertos en la técnica, otros
aspectos, ventajas y rasgos de los conceptos de la invencion general, cuando sea leida a la luz de los dibujos
acompanantes.
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Breve descripcion de los dibujos

[0008] Para un entendimiento mas completo de la naturaleza y ventajas de los conceptos de la invencion general,
deberia hacerse referencia a la siguiente descripcion detallada, tomada en conexién con los dibujos acompanantes,
en los cuales:

FIG. 1 ilustra esquematicamente un ejemplo de realizacion de un método para producir particulas de
nanomateriales compuestos o un método para producir nanoparticulas de polimeros;

FIG. 2 ilustra el efecto de un campo eléctrico sobre el menisco de un fluido que sale de una boquilla; (a) ilustra el
menisco del fluido que sale de la boquilla sin la influencia de un campo eléctrico; (b) ilustra el efecto de un pequefo
campo eléctrico sobre el fluido que sale de la boquilla, como se ve por la deformacién del menisco; (c) ilustra el
efecto de un campo eléctrico mayor, sobre el fluido que sale de la boquilla, como se ve por la deformacion del
menisco hasta dar un chorro de cono;

FIG. 3 muestra un esquema de longitud de onda de emision de fluorescencia alterna y fluorescencia casi continua
en un ejemplo de particula de nanomaterial compuesto (CNP);

FIG. 4 muestra un esquema de un ejemplo de particula de nanomaterial compuesto (CNP) que comprende puntos
cuanticos formados a través de encapsulacion de micela;

FIG. 5 ilustra ejemplos de dinamica de particula de nanomaterial compuesto (CNP) de (a) fluorescencia, (b) relacién
rojo a verde, y (c) intensidades. (d) ilustra la intensidad de fluorescencia de un punto cuantico rojo individual y un
punto cuéntico verde individual;

FIG. 6 ilustra (a) que el parpadeo de punto cuantico no es distinguible de agregados de punto cuantico que derivan
fuera del plano focal, mientras (b) ilustra que ejemplos de cambios de color de particulas de nanomateriales
compuestos (CNP) son distinguibles de agregados de CNP que salen del plano focal;

FIG. 7 ilustra el rastreo dinamico de un ejemplo de particula de nanomaterial compuesto (CNP). (a) Muestra la
trayectoria de CNP; y (b) muestra una imagen superpuesta de la CNP a varios periodos de tiempo de un salto
(cambio de ubicacion grande y rapido);

FIG. 8 ilustra (a) distribuciéon de tamafo de particula de nanomaterial compuesto como se mide con la Dispersién
Dinamica de Luz; y (b) TEM iméagenes de particulas de nanomateriales compuestos que comprenden puntos
cuanticos y nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético;

FIG. 9 ilustra (a) las trayectorias de 3 particulas; y (b) como aumenta linealmente con el tiempo el cuadrado del
promedio del desplazamiento de las particulas;

FIG. 10 ilustra imagenes TEM de (a) micelas vacias; (b) micelas cargadas con nanoparticulas de 6xido de hierro
superparamagnético (SPIONs); y (c) Distribucion de Tamafo de Particula de Movilidad por Barrido (SMPS) de
micelas vacias y micelas cargadas con SPIONSs. Las distribuciones de tamano de particula fueron medidas a partir
de imagenes TEM usando el software Image J y se muestran en los recuadros de (a) y (b);

FIG. 11 ilustra en (a) - (f) una serie de imagenes que sigue el movimiento de una particula fluorescente, hacia una
aguja magnética, y demuestra que las particulas de nanomateriales compuestos exhiben funcionalidades
fluorescentes y magnéticas, (g) y (h) muestra la trayectoria de particula y cuadrado el promedio de desplazamiento,
respectivamente;

FIG. 12 ilustra esquematicamente un ejemplo de realizacién de la formacion de nanoparticulas de polimeros;
FIG. 13 muestra una imagen TEM de ejemplo de nanoparticulas de polimeros; y

FIG. 14 ilustra la liberacion de un ingrediente activo (es decir, dexametasona) de ejemplo de nanoparticulas de
polimeros formadas via autoensamblaje.

Descripcion detallada

[0009] Mientras los conceptos de la invencion general son susceptibles de realizacion en muchas formas diferentes,
son mostrados en los dibujos, y seran descritos aqui en detalle, realizaciones especificas de los mismos con el
entendimiento de que la presente divulgacion debe ser considerada un ejemplo de los principios de los conceptos
de la invencién general.

[0010] A menos que se defina de otra forma, los términos usados aqui tienen el mismo significado que el entendido

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2731949 T3

comunmente por alguien de destreza ordinaria en la técnica que acompana los conceptos de la invencién general.
La terminologia usada aqui esta para solamente describir ejemplos de realizaciones de los conceptos de la
invencion general, y no se pretende que limiten los conceptos de la invencion general. Como se usa en la
descripcion de los conceptos de la invencion general y las reivindicaciones anexas, las formas singulares "un,"
"uno," y "el" estan orientadas a incluir asi mismo las formas plurales, a menos que el contexto lo indique claramente
de otro modo.

[0011] Con referencia ahora a FIG. 1, se muestra una ilustracién esquematica de un método para producir
particulas de nanomateriales compuestos, de acuerdo con un ejemplo de realizacion. En general, el método para
producir particulas de nanomateriales compuestos emplea un proceso de electroatomizacién para formar una
pluralidad de gotas (por ejemplo, un aerosol fino). Como se ve en la FIG. 1, se suministra un fluido de fase organica
a una boquilla (10). En ciertas realizaciones, el fluido de fase organica comprende un solvente organico, un
compuesto anfifilico, y una pluralidad de nanoespecies hidréfobas. La boquilla (10) es una boquilla coaxial que tiene
un tubo (12) interior y un anillo (14) exterior. En otras divulgaciones, la boquilla (10) puede tener multiples tubos (12)
interiores y un anillo (14) exterior.

[0012] Como se menciond anteriormente, en ciertas realizaciones el fluido de fase organica comprende un solvente
organico, un compuesto anfifilico, y una pluralidad de nanoespecies hidréfobas. El fluido de fase organica puede ser
suministrado a través de alimentacién por gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de
jeringa. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencion general, el fluido de fase organica es suministrado
a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.01 ml/hr a aproximadamente 10 ml/hr. En un ejemplo de
realizacion, el fluido de fase organica es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.48
ml/hr. Puede utilizarse una amplia variedad de solventes organicos. En general, el solvente organico puede ser
polar o no polar, para disolver cualquier componente adicional del fluido de fase organica. ejemplos no limitantes de
solventes organicos que pueden ser utilizados en conexion con los conceptos de la invencién general descritos aqui
incluyen, pero no estan limitados a, cloroformo, tetrahidrofurano, diclorometano, y combinaciones de ellos.

[0013] Adicionalmente, puede utilizarse una amplia variedad de compuestos anfifilicos en conexion con los
conceptos de la invencion general descritos aqui. Como se usa aqui, el término "compuesto anfifilico," se refiere a
un compuesto quimico que incluye un segmento hidrofilico y un segmento hidréfobo. En ciertas realizaciones de los
conceptos de la invencion general, el compuesto anfifilico es un copolimero anfifilico de bloque. En ciertas otras
realizaciones de los conceptos de la invencion general, el compuesto anfifilico es un compuesto anfifilico de
péptido. Los copolimeros anfifilicos de bloque adecuados incluyen, pero no estan limitados a, poli(estireno-b-etilen
glicol), poli(e-caprolactona-b-etilen glicol), poli(etilen glicol-b-diestearoil fosfatidiletanolamina), y combinaciones de
ellos. Los compuestos anfifilicos de péptido adecuados incluyen, pero no estan limitados a, palmitoil-VVAAEE-NH2,
palmitoil-VVAAEEGIKVAV-COOH, palmitoil-VVAAEEEEGIKVAV-COOH, y combinaciones de ellos. Aquellos
expertos en la técnica notaran que pueden utilizarse otros diferentes compuestos anfifilicos y estan dentro del
alcance de los conceptos de la invencion general contemplados aqui.

[0014] EI fluido de fase organica incluye también una pluralidad de nanoespecies hidréfobas. En ciertos ejemplos
de realizacion de acuerdo con los conceptos de la invencion general descritos aqui, la pluralidad de nanoespecies
hidr6fobas puede comprender uno, dos, tres, cuatro o mas tipos diferentes de nanoespecies hidréfobas. Las
nanoespecies pueden ser hidréfobas por naturaleza o pueden estar modificadas para tener una superficie hidréfoba
o haber sido convertidas en hidr6fobas de otra forma. En ciertos ejemplos de realizacién de los conceptos de la
invencion general, la pluralidad de nanoespecies hidréfobas incluye, pero no esta limitada a, nanoparticulas
semiconductoras, nanoparticulas metdlicas, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas carbonaceas, y
combinaciones de ellas. Los ejemplos no limitantes de tales nanoparticulas hidréfobas incluyen puntos cuanticos,
nanoparticulas de oro, nanoparticulas de plata, nanoparticulas de platino, nanoparticulas de 6xido de hierro,
nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético, nanotubos de carbono, y puntos de carbono. Las diferentes
combinaciones de los tipos de nanoespecies hidr6fobas utilizadas dependen primariamente de la funcidon deseada o
de la aplicacién de las particulas resultantes de nanomateriales compuestos (por ejemplo, magnéticas,
fluorescentes, magnéticas y fluorescentes, etc.).

[0015] Todavia con referencia a la FIG. 1, cuando el fluido de fase organica es suministrado a la boquilla (10), se
genera un campo eléctrico en proximidad de la boquilla (10), particularmente en la punta de la boquilla (10) donde
sale el fluido. En ciertas realizaciones, se aplica un potencial eléctrico a la boquilla (10) y se aplica un potencial
eléctrico a un electrodo (20) conectado a tierra, para generar el campo eléctrico préximo a la boquilla (10). EI campo
eléctrico causa que el fluido que sale de la boquilla (10) forme un chorro de cono que se dispersa en una pluralidad
de gotas. En efecto, el campo eléctrico ejerce una fuerza sobre el fluido que sale de la boquilla (10) y deforma el
menisco del fluido. Por ejemplo, como se ve en la FIG. 2A, el fluido esta saliendo de la boquilla (10) sin un campo
eléctrico. En la FIG. 2B, el menisco del fluido comienza a deformarse después de generarse un campo eléctrico,
proximo a la boquilla. Como se ve en la FIG. 2C, cuando el campo eléctrico es suficientemente alto, ejercera una
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fuerza que es mayor a un limite basado en la tensién superficial del fluido, tal que el menisco adopta una forma de
cono con un delgado chorro del fluido. El chorro delgado se rompe entonces en una pluralidad de gotas de fluido.

[0016] En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general descritos aqui, el campo eléctrico es
generado por un suministro de potencia usado para crear un potencial eléctrico entre la boquilla (10) coaxial y el
electrodo (20) conectado a tierra, el cual puede ser un anillo formado por cobre u otros metales conductores. En un
ejemplo de realizacion, el electrodo (20) conectado a tierra es ubicado 0.5 cm por debajo de la punta de la boquilla
(10) coaxial. En ciertos ejemplos de realizacion, el campo eléctrico que es generado tiene una fuerza de campo
eléctrico dentro de un intervalo de aproximadamente 3 kV/cm a aproximadamente 35 kV/cm. En un ejemplo de
realizacién, el campo eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo eléctrico dentro de un intervalo de
aproximadamente 6 kV/cm a aproximadamente 7 kV/cm.

[0017] En ciertas realizaciones, a medida que la pluralidad de gotas se forma desde la dispersion del chorro de
cono, la pluralidad de gotas es recolectada en una solucién acuosa de recoleccion. En un ejemplo de realizacién, la
solucién acuosa de recoleccion comprende agua destilada o agua doblemente destilada. En ciertas otras
realizaciones de acuerdo con los conceptos de la invencidon general descritos aqui, la solucion acuosa de
recoleccién comprende amortiguador de acetato de amonio. Sin embargo, pueden utilizarse otros tipos de
soluciones acuosas, y estan contemplados por los conceptos de la invencion general divulgados aqui. En ciertas
realizaciones, la pluralidad de gotas se dispersa dentro de un colector (30) que contiene la solucién acuosa de
recoleccioén. El colector (30) puede ser un contenedor metélico, tal como un plato de aluminio, por ejemplo. En otras
realizaciones, la pluralidad de gotas se dispersa directamente dentro de la solucién acuosa de recoleccion, sin
exponerse al aire, tal como por inmersién de la boquilla en la soluciéon acuosa de recoleccion.

[0018] Una vez la pluralidad de gotas entra en la soluciéon acuosa de recoleccion, las particulas de nanomateriales
compuestos se autoensamblan en la soluciéon acuosa de recoleccion. Las particulas de nanomateriales compuestos
comprenden una micela anfifilica que encapsula por lo menos una nanoparticula hidréfoba. En un ejemplo de
realizacién, las particulas de nanomateriales compuestos tienen un promedio de didmetro en un intervalo de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 1000 nm. En otro ejemplo de realizacién, las particulas de
nanomateriales compuestos tienen un promedio de didmetro en un intervalo de aproximadamente 10 nm a
aproximadamente 800 nm, incluyendo aproximadamente 20 nm a aproximadamente 700 nm, incluyendo
aproximadamente 25 nm a aproximadamente 500 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 100
nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 70 nm, y también incluyendo aproximadamente 30 nm
a aproximadamente 50 nm. Tales particulas de nanomateriales compuestos son utiles para diferentes aplicaciones
incluyendo, pero sin limitarse a, aplicaciones de formaciéon de imagen, terapéuticas y de diagnéstico, que seran
discutidas en mayor detalle abajo.

[0019] Como se mencioné brevemente anteriormente, en ciertas realizaciones, las particulas de nanomateriales
compuestos comprenden micelas anfifilicas que pueden encapsular multiples y diversos tipos de nanoespecies
hidréfobas. Las micelas anfifilicas se forman por autoensamblaje del compuesto anfifilico via inestabilidad interfacial
cuando se dispersan dentro de la solucién acuosa de recoleccién. Como se usa aqui, el término "micela anfifilica"
se refiere a cualquier estructura autoensamblada que comprende un compuesto anfifilico. Por ejemplo, cuando la
pluralidad de gotas entra a la solucién acuosa, los compuestos anfifilicos se orientan espontaneamente para formar
micelas que tienen una concha hidrofilica y un nudcleo hidréfobo. Durante la formacion de la micela, las
nanoespecies hidréfobas presentes son atraidas por el segmento hidréfobo del compuesto anfifilico, tal que a
medida que las micelas se autoensamblan, las nanoespecies hidr6fobas son retiradas y encapsuladas dentro del
nucleo hidréfobo de la micela. Se notard que las micelas encapsularan solamente aquellas nanoespecies
hidr6fobas que son mas pequefas que el ndcleo hidréfobo de la micela.

[0020] El tamafio y forma de la particula resultante de nanomaterial compuesto pueden ser controlados por el
compuesto anfifilico utilizado. Por ejemplo, poli(estireno-b-etilen glicol) con peso molecular de 3800 a 6500 Dalton y
9500 a 18000 Dalton conduce a particulas de nanomateriales compuestos con diametros de 25 nm y 40 nm,
respectivamente. Otros compuestos anfifilicos, tales como DSPE (diestearoil fosfatidiletanolamina)-co-polietilen
glicol (PEG) 2,000 forman micelas que tienen un didmetro de 15 nm con un didmetro de ndcleo de 6.5 nm. Asi,
cuando se disefian particulas de nanomateriales compuestos para aplicaciones especificas que requieren un
tamano particular de particulas, el tamafio de la particula de nanomaterial compuesto puede ser controlado
seleccionando un compuesto anfifiico apropiado. Ademas, los copolimeros anfifilicos de bloque son
particularmente ventajosos porque estos materiales tienen generalmente un segmento hidréfobo relativamente
largo. El segmento hidréfobo mas largo permite la formacion de micelas anfifilicas que tienen un ndcleo hidréfobo
mas grande, de modo que dentro de la micela pueden encapsularse multiples y diversos tipos de nanoespecies
hidréfobas, mientras al mismo tiempo permanecen suficientemente pequefas (< 100 nm) para ser particularmente
utiles en diferentes aplicaciones diversas.

[0021] Como se mencioné anteriormente, de acuerdo con los conceptos de la invencién general, se utiliza una
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boquilla (10) coaxial que tiene un tubo (12) interno y un anillo (14) externo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la
boquilla (10) coaxial comprende una aguja interna y una aguja externa. El diametro interno de la aguja interna
puede variar de aproximadamente 80 micrones a aproximadamente 800 micrones, y el correspondiente diametro
interno de la aguja externa puede variar de aproximadamente 200 micrones a aproximadamente 2000 micrones. El
método para producir particulas de nanomateriales compuestos comprende ademds el suministro de un fluido de
fase acuosa a la boquilla (10). El fluido de fase acuosa comprende un tensioactivo de polivinil alcohol. En el fluido
de fase acuosa puede utilizarse una amplia variedad de tensioactivos. Se divulgan también los siguientes
tensioactivos: octilfenol etoxilato, 4-(5-dodecil) bencenosulfonato, estearato de sodio, poloxdmeros, polisorbatos, y
combinaciones de ellos. El fluido de fase acuosa puede ser suministrado mediante alimentacion por gravedad o por
medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de jeringa. En ciertas realizaciones, el fluido de fase
acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr. En un ejemplo de realizacion,
el fluido de fase acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 2.8 ml/hr.

[0022] En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase organica es suministrado al tubo (12) interno de la boquilla
(10) coaxial, y el fluido de fase acuosa es suministrado al anillo (14) externo de la boquilla (10) coaxial. En este
ejemplo de configuracion, el fluido de fase organica es encapsulado por el fluido de fase acuosa al salir de la
boquilla. El fluido de fase acuosa actua por ello de algin modo como una barrera que previene la evaporacion
significativa del fluido de fase organica durante el tiempo de transito del fluido que sale de la boquilla y entra a la
solucién acuosa de recoleccién. En otras realizaciones, el fluido de fase organica puede ser suministrado al anillo
(14) externo de la boquilla (10) coaxial y el fluido de fase acuosa puede ser suministrado al tubo (12) interno de la
boquilla (10) coaxial.

[0023] En un ejemplo de realizacion, cuando el fluido de fase organica suministrado al tubo (12) interno de la
boquilla (10) coaxial, y el fluido de fase acuosa suministrado al anillo (14) externo de la boquilla (10) coaxial
alcanzan un flujo estabilizado de salida de la boquilla (10) coaxial, se genera un campo eléctrico en proximidad de
la boquilla (10), particularmente en la punta de la boquilla (10) donde el fluido sale. En ciertas realizaciones, se
aplica un potencial eléctrico a la boquilla (10) y se aplica un potencial eléctrico a un electrodo (20) conectado a
tierra, para generar el campo eléctrico proximo a la boquilla (10). Como se menciond anteriormente, el campo
eléctrico causa que el menisco del fluido que sale de la boquilla (10) adopte una forma de cono con un chorro
delgado del fluido. El chorro delgado se rompe entonces en una pluralidad de gotas, las cuales son recolectadas en
la solucién acuosa de recoleccién y se forman las particulas de nanomateriales compuestos via autoensamblaje,
como se describié anteriormente. En ciertas realizaciones, la pluralidad de gotas comprende fluido de fase organica
encapsulado por fluido de fase acuosa.

[0024] En ciertas divulgaciones, el método para producir particulas de nanomateriales compuestos incluye la
mezcla o agitacién de la solucién acuosa de recoleccion que contiene la pluralidad de gotas. El paso de mezcla o
agitacion puede dispersar mejor la pluralidad de gotas dentro de la solucién acuosa de recoleccion, para ayudar a la
formacion de las particulas de nanomateriales compuestos.

[0025] En un ejemplo de realizacion de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui, las
particulas de nanomateriales compuestos comprenden por lo menos un primer punto cuantico que tiene una
longitud de onda de primera emision y por lo menos un segundo punto cuantico que tiene una longitud de onda de
segunda emision que es diferente a la longitud de onda de primera emision. Como se usa aqui, el término "puntos
cuanticos" se refiere a nanocristales de semiconductor que tienen propiedades épticas Unicas, tales como amplio
espectro de excitacion, estrechos anchos de banda de emisién y fotoestabilidad mejorada. Generalmente, los
puntos cuanticos tienen un didmetro de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 10 nm. En un ejemplo de
realizacién, el por lo menos un primer punto cuantico tiene una longitud de onda de primera emisién entre 490 nm a
560 nm y el por lo menos un segundo punto cuantico tiene una longitud de onda de segunda emision entre 590 nm
a 700 nm, y las particulas de nanomateriales compuestos tienen un promedio de didmetro en un intervalo de 5 nm a
1000 nm. En ciertas realizaciones, las particulas de nanomateriales compuestos que comprenden por Io menos un
primer punto cuantico que tiene una longitud de onda de primera emisién y por lo menos un segundo punto cuantico
que tiene una longitud de onda de segunda emision, tienen un promedio de didmetro en un intervalo de
aproximadamente 10 nm a aproximadamente 800 nm, incluyendo aproximadamente 20 nm a aproximadamente 700
nm, incluyendo aproximadamente 25 nm a aproximadamente 500 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a
aproximadamente 100 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 70 nm, y también incluyendo
aproximadamente 30 nm a aproximadamente 50 nm.

[0026] Aunque el ejemplo de realizacion utiliza por lo menos un primer punto cuantico que tiene una longitud de
onda de primera emision entre aproximadamente 490 nm a aproximadamente 560 nm (es decir, color verde) y por
lo menos un segundo punto cuantico que tiene una longitud de onda de segunda emision entre aproximadamente
590 nm a aproximadamente 700 nm (es decir, color rojo), pueden usarse diferentes otras combinaciones de puntos
cuanticos que tienen diferentes longitudes de onda de emision (es decir colores), en conexion con los conceptos de
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la invencién general descritos aqui. Por ejemplo, las longitudes de onda de emision pueden variar de
aproximadamente 380 nm a aproximadamente 800 nm, también incluyendo infrarrojo. En ciertas realizaciones, la
longitud de onda de primera emision puede ser aproximadamente 380 nm a 450 nm, o aproximadamente 450 nm a
aproximadamente 495 nm, o aproximadamente 495 nm a aproximadamente 570 nm, o aproximadamente 570 nm a
aproximadamente 590 nm, o aproximadamente 590 nm a aproximadamente 620 nm, o aproximadamente 620 nm a
aproximadamente 750 nm, y la longitud de onda de segunda emision puede estar dentro de uno cualquiera de los
intervalos mencionados anteriormente, que no es el mismo intervalo de la longitud de onda de primera emision.
Suministrando una longitud de onda de segunda emision que es diferente de la longitud de onda de primera
emision, pueden distinguirse los colores emitidos por los puntos cuanticos encapsulados dentro de las particulas de
nanomateriales compuestos, lo cual es particularmente util en aplicaciones de rastreo de particulas, como se
describe en mas detalle posteriormente.

[0027] De acuerdo con los conceptos de la invencién general, en un ejemplo de realizacién, se suministra una
particula de nanomaterial compuesto que comprende una micela que incluye un compuesto anfifilico. La particula
de nanomaterial compuesto comprende también por lo menos un primer punto cuantico encapsulado en la micela, y
el primer punto cuantico tiene una longitud de onda de primera emisién. Adicionalmente, la particula de
nanomaterial compuesto comprende por 1o menos un segundo punto cuantico encapsulado en la micela, y el
segundo punto cuantico tiene una longitud de onda de segunda emision que es diferente de la longitud de onda de
primera emisién. La particula de nanomaterial compuesto tiene un didmetro en un intervalo de aproximadamente 5
nm a aproximadamente 1000 nm. En ciertas realizaciones, las particulas de nanomateriales compuestos tienen un
promedio de diametro en un intervalo de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 800 nm, incluyendo
aproximadamente 20 nm a aproximadamente 700 nm, incluyendo aproximadamente 25 nm a aproximadamente 500
nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 100 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a
aproximadamente 70 nm, y también incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 50 nm. Como se
menciond anteriormente, las longitudes de onda de emision pueden variar de aproximadamente 380 nm a
aproximadamente 800 nm, incluyendo también infrarrojo, y la longitud de onda de segunda emision es diferente de
la longitud de onda de primera emision, de modo que pueden distinguirse los colores emitidos.

[0028] Son particularmente UGtiles para aplicaciones de rastreo de particulas, las particulas de nanomateriales
compuestos que comprenden por lo menos un primer punto cuantico que tiene una longitud de onda de primera
emision y por lo menos un segundo punto cuantico que tienen una longitud de onda de segunda emision, que es
diferente de la longitud de onda de primera emision, por ejemplo, rastreo de particulas en sistemas heterogéneos
tales como células vivas y flujo de microfluidos. Encapsulando puntos cuanticos con diferentes longitudes de onda
de emisién, dentro de una particula de nanomaterial compuesto, se resuelven dos problemas aparentemente
irreconciliables, asociados con puntos cuanticos usados para rastreo de particulas. El primer problema asociado
con puntos cuanticos es que los puntos cuanticos son sometidos a parpadeo, una pérdida intermitente de
fluorescencia (caracteristica de grupos individuales y pequefios de puntos cuanticos), que interrumpe el rastreo de
particula. Por otro lado, el parpadeo es el método primario usado para confirmar in situ el estado de agregacion de
puntos cuanticos, y es dificil distinguir grupos individuales o pequefios de puntos cuanticos con emisién continua de
fluorescencia, de agregados grandes. En la resoluciéon de estos dos problemas, las particulas de nanomateriales
compuestos que comprenden por lo menos un primer punto cuantico que tiene una longitud de onda de primera
emision y por lo menos un segundo punto cuantico que tiene una longitud de onda de segunda emision que es
diferente de la longitud de onda de primera emisién, exhiben fluorescencia casi continua, con alternacién de color,
lo cual permite discriminacion del estado de agregacién mediante cambios de color observables, incluso durante el
movimiento a través del plano focal.

[0029] Con referencia ahora a la FIG. 3, dado que las dinamicas de parpadeo son estocasticas, un ejemplo
individual de particula de nanomaterial compuesto que comprende por Io menos un primer punto cuantico que tiene
una longitud de onda de primera emisién (por ejemplo, 490 nm a 560 nm -color verde) y por lo menos un segundo
punto cuantico que tiene una longitud de onda de segunda emision que es diferente de la longitud de onda de
primera emision (por ejemplo, 590 nm a 700 nm -color rojo), permanece fluorescente casi continuamente, mientras
la longitud de onda de emision se alterna entre las del primer y segundo puntos cuanticos, y sus combinaciones. En
contraste, los agregados grandes de las particulas de nanomateriales compuestos desplegaran un color de emision
de fluorescencia casi constante, lo cual permite distinguir particulas individuales de nanomateriales compuestos (o
grupos sélo muy pequefos), por su emision alternante de color. Por ello, tales particulas de nanomateriales
compuestos, pueden ser rastreadas e identificadas continuamente como una particula individual de nanomaterial
compuesto o un grupo muy pequefo de particulas de nanomateriales compuestos.

[0030] Adicionalmente, las particulas de nanomateriales compuestos que comprenden por lo menos un primer
punto cuantico que tiene una longitud de onda de primera emisién y por lo menos un segundo punto cuantico que
tiene una longitud de onda de segunda emision que es diferente de la longitud de onda de primera emisién, pueden
ser usadas para distinguir la particula de nanomaterial compuesto de la fluorescencia de fondo emitida en un canal

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2731949 T3

de longitud de onda que se superpone con la longitud de onda de primera emision o la longitud de onda de segunda
emision. Por ejemplo, si hay demasiada fluorescencia de fondo a 500 nm, entonces todavia seria posible distinguir
una particula de nanomaterial compuesto que comprende puntos cuanticos que tienen una longitud de onda de
emision de 490 nm a 560 nm y puntos cuanticos que tienen una longitud de onda de emisién de 590 nm a 700 nm
mediante imagen a, por ejemplo, 650 nm.

[0031] De acuerdo con la divulgacion, la particula de nanomaterial compuesto comprende una micela anfifilica que
encapsula una pluralidad de puntos cuanticos que tienen la misma longitud de onda de emision. En esta realizacion
particular, se incrementa la brillantez de la emision de fluorescencia, sin aumentar el tamafo de particula de
nanomaterial compuesto.

[0032] En un ejemplo de realizacién de los conceptos de la invenciéon general, la particula de nanomaterial
compuesto que comprende una micela anfifilica que encapsula por lo menos un primer punto cuantico que tiene
una longitud de onda de primera emisién y por lo menos un segundo punto cuantico que tiene una longitud de onda
de segunda emisién que es diferente de la longitud de onda de primera emisiéon, comprende ademas por lo menos
una nanoespecie adicional encapsulada en la micela. Por ejemplo, la por lo menos una nanoespecie adicional
incluye, pero no esta limitada a, nanoespecies seleccionadas del grupo que consiste en nanoparticulas magnéticas,
nanoparticulas metdlicas, nanoparticulas carbonaceas, y combinaciones de ellas. La nanoespecie adicional
incrementa la funcionalidad de la particula de nanomaterial compuesto (por ejemplo, una nanoparticula magnética
habilita la manipulacién de la particula de nanomaterial compuesto mediante un campo magnético) para ampliar las
aplicaciones de las particulas de nanomateriales compuestos.

[0033] También se divulga aqui donde la particula de nanomaterial compuesto comprende por lo menos un punto
cuantico y por lo menos una nanoparticula magnética, y las particulas de nanomateriales compuestos tienen un
promedio de diametro en un intervalo de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 1000 nm. La nanoparticula
magnética puede comprender una nanoparticula de éxido de hierro, una nanoparticula de éxido de hierro
superparamagnético, u otras diferentes nanoparticulas magnéticas de hierro, niquel, cobalto, compuestos de ellos,
y combinaciones de ellos. Como se menciond anteriormente, en ciertas realizaciones, las particulas de
nanomateriales compuestos tienen un promedio de didmetro en un intervalo de aproximadamente 10 nm a
aproximadamente 800 nm, incluyendo aproximadamente 20 nm a aproximadamente 700 nm, incluyendo
aproximadamente 25 nm a aproximadamente 500 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 100
nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 70 nm, y también incluyendo aproximadamente 30 nm
a aproximadamente 50 nm.

[0034] Las particulas de nanomateriales compuestos que comprenden por lo menos un punto cuantico y por lo
menos una nanoparticula magnética tienen un vasto niumero de aplicaciones basadas en sus propiedades de
fluorescencia y magnéticas. La fluorescencia impartida por los puntos cuanticos permite que las particulas de
nanomateriales compuestos sean usadas como agentes de formaciéon de imagen en aplicaciones de diagnéstico
tradicional (por ejemplo, inmunocitoquimica), mientras la propiedad magnética de las nanoparticulas magnéticas
permite que las particulas de nanomateriales compuestos sean manipuladas por un campo magnético, lo cual
puede conducir al disefio de nanoestructuras con objetivo magnético. Adicionalmente, tales particulas de
nanomateriales compuestos pueden ser usadas para aislar y caracterizar los perfiles moleculares de células de
cancer, tales como células circulantes de tumor, y realizar visualizacién in vivo multimodal de tumor, a través de
resonancia magnética formacién de imagenes fluorescentes. Ademas, tales particulas de nanomateriales
compuestos pueden ser usadas in vitro para manipular y rastrear células, biomoléculas, y nanoestructuras.

[0035] En un ejemplo de realizacion de acuerdo con los conceptos de la invenciéon general, las particulas de
nanomateriales compuestos comprenden ademas un grupo funcional. Mas especificamente, el grupo funcional esta
conjugado con, enlazado con, o unido de otro modo a la particula de nanomaterial compuesto, o la particula de
nanomaterial compuesto estd conjugada con, enlazada con o unida de otro modo al grupo funcional. El grupo
funcional puede ser virtualmente cualquier molécula que es util para aplicaciones biolégicas, ambientales o varias
otras. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencion general, el grupo funcional es seleccionado del
grupo que consiste en un péptido, un polipéptido, una proteina, un ligando, un anticuerpo, ADN, ARN, y
combinaciones de ellos. Sin embargo, el grupo funcional puede comprender virtualmente cualquier compuesto o
molécula disefados para focalizarse y enlazarse a, por ejemplo, tipos especificos de células, proteinas y asi
sucesivamente. Asi, el término "grupo funcional," como se usa aqui, abarca ampliamente compuestos o moléculas
disefiados para focalizarse en una entidad especifica. En esencia, una particula de nanomaterial compuesto puede
estar etiquetada con un grupo funcional, o un grupo funcional puede estar etiquetado con una particula de
nanomaterial compuesto. Por ejemplo, en un ejemplo de realizacién, la particula de nanomaterial compuesto esta
conjugada con un anticuerpo que tiene como objetivo una poblacién especifica de células. Existen varios métodos
de entrecruzamiento o conjugacién o unién de otro modo, de proteinas, ligandos, anticuerpos, fragmentos
moleculares y similares, a través de modificaciones quimicas conocidas en la técnica, que pueden ser utilizadas en
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conexiéon con los conceptos de la invencién general descritos aqui. Por ejemplo, pueden utilizarse la quimica de la
carbodiimida (EDC) o quimica de agentes de entrecruzamiento de éster de NHS para conjugar, entrecruzar, enlazar
o unir de otro modo un grupo funcional, a una particula de nanomaterial compuesto, y viceversa.

[0036] En un ejemplo de realizacién de acuerdo con los conceptos de la invencién general, el método para producir
particulas de nanomateriales compuestos comprende el uso de una pluralidad de boquillas. Por ejemplo, la
pluralidad de boquillas puede ser suministrada como un arreglo plano de boquillas, que son operadas en paralelo, o
en otros arreglos adecuados. En ciertas realizaciones, la pluralidad de boquillas comprende boquillas coaxiales,
como se describié anteriormente. Tal ejemplo de realizacién suministra el método con posibilidad de ser escalado
para aumentar la produccion de las particulas de nanomateriales compuestos.

[0037] En un ejemplo de realizacion de acuerdo con los conceptos de la invencién general divulgados aqui, un
método para producir particulas de nanomateriales compuestos comprende el suministro a una boquilla de un fluido
de fase organica, un fluido de fase acuosa, un compuesto anfifilico, y una pluralidad de nanoespecies hidr6fobas.
Se genera un campo eléctrico en proximidad de la boquilla, tal que el fluido que sale de la boquilla forma un chorro
de cono que se dispersa en una pluralidad de gotas. La pluralidad de gotas es recolectada, y mediante
autoensamblaje se forman las particulas de nanomateriales compuestos que comprenden una estructura
autoensamblada que encapsula por lo menos una nanoespecie hidréfoba.

[0038] En general, el fluido de fase organica comprende un solvente organico. Puede utilizarse una amplia variedad
de solventes organicos. En general, el solvente organico puede ser polar o no polar para disolver cualquier
componente adicional del fluido de fase organica. Ejemplos no limitantes de solventes organicos que pueden ser
utilizados en conexién con los conceptos de la invencion general descritos aqui incluyen, pero no estan limitados a,
cloroformo, tetrahidrofurano, diclorometano, y combinaciones de ellos. El fluido de fase organica puede ser
suministrado mediante alimentacion por gravedad o por medios mecanicos, tales como una bomba o bomba de
jeringa. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencion general, el fluido de fase organica es suministrado
a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.01 ml/hr a aproximadamente 10 ml/hr. En un ejemplo de
realizacién, el fluido de fase organica es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.48
ml/hr. En ciertas realizaciones, el fluido de fase organica comprende ademas un tensioactivo. En el fluido de fase
organica puede utilizarse una amplia variedad de tensioactivos. Los ejemplos adecuados de tensioactivos que
pueden ser utilizados en conexion con los conceptos de la invencién general descritos aqui incluyen, pero no estan
limitados a, polivinil alcohol, octilfenol etoxilato, 4-(5-dodecil) bencenosulfonato, estearato de sodio, poloxameros,
polisorbatos, y combinaciones de ellos.

[0039] El fluido de fase acuosa comprende agua. Como el fluido de fase acuosa puede utilizarse una amplia
variedad de sistemas acuosos. El fluido de fase acuosa comprende ademas un tensioactivo de polivinil alcohol. Se
divulgan también los siguientes tensioactivo: octilfenol etoxilato, 4-(5-dodecil) bencenosulfonato, estearato de sodio,
poloxameros, polisorbatos, y combinaciones de ellos. El fluido de fase acuosa puede ser suministrado mediante
alimentacién por gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o bomba de jeringa. En ciertas
realizaciones, el fluido de fase acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 0.01 ml/hr to 10 ml/hr.
En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 2.8
ml/hr.

[0040] Como se menciond anteriormente, puede usarse una amplia variedad de compuestos anfifilicos en conexion
con los conceptos de la invencion general descritos aqui. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencion
general, el compuesto anfifilico es un copolimero anfifilico de bloque. En ciertas otras realizaciones de los
conceptos de la invencion general, el compuesto anfifilico es un compuesto anfifilico de péptido. Los copolimeros
anfifilicos de bloque adecuados incluyen, pero no estan limitados a, poli(estireno-b-etilen glicol), poli(e-caprolactona-
b-etilen glicol), poli(etilen glicol-b-diestearoil fosfatidiletanolamina), y combinaciones de ellos. Los compuestos
anfifilicos de péptidos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, palmitoil-VVAAEE-NH2, palmitoil-
VVAAEEGIKVAV-COOH, palmitoil-VVAAEEEEGIKVAV-COOH, y combinaciones de ellos. Aquellos expertos en la
técnica notaran que pueden utilizarse otros compuestos anfifilicos diferentes y que estan dentro del alcance de los
conceptos de la invencién general contemplados aqui.

[0041] En ciertas realizaciones de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui, el compuesto
anfifilico es suministrado a la boquilla en el fluido de fase organica. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el
compuesto anfifilico es dispersado, disuelto o afadido de otra forma al fluido de fase organica. En ciertas otras
realizaciones, el compuesto anfifilico es suministrado directamente a la boquilla. Por ejemplo, el compuesto
anfifilico puede ser suministrado directamente a la boquilla mediante alimentacién por gravedad o medios
mecanicos, tales como una bomba o una bomba de jeringa. En ciertas otras realizaciones, el compuesto anfifilico
es suministrado a la boquilla en el fluido de fase acuosa. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el compuesto
anfifilico es dispersado, disuelto o afiadido de otra forma al fluido de fase acuosa.
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[0042] Como se discutié previamente, puede utilizarse una amplia variedad de nanoespecies hidr6fobas de acuerdo
con los conceptos de la invencién general descritos aqui. En ciertas realizaciones, la pluralidad de nanoespecies
hidréfobas pueden comprender uno, dos, tres, cuatro o mas diferentes tipos de nanoespecies hidroéfobas. Las
nanoespecies pueden ser hidréfobas por naturaleza o pueden ser modificadas para tener una superficie hidréfoba o
ser convertidas de otra forma en hidrofobas. En ciertos ejemplos de realizacion de los conceptos de la invencion
general, la pluralidad de nanoespecies hidréfobas incluye, pero no esta limitada a, nanoparticulas semiconductoras,
nanoparticulas metalicas, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas carbonaceas, y combinaciones de ellas.
Ejemplos no limitantes de tales nanoparticulas hidroéfobas incluyen puntos cuénticos, nanoparticulas de oro,
nanoparticulas de plata, nanoparticulas de platino, nanoparticulas de éxido de hierro, nanoparticulas de éxido de
hierro superparamagnético, nanotubos de carbono y puntos de carbono. Las diferentes combinaciones de los tipos
de nanoespecies hidréfobas utilizados depende primariamente de la funcidon deseada o aplicacién de las particulas
resultantes de nanomateriales compuestos (por ejemplo, magnéticas, fluorescentes, magnéticas y fluorescentes,
etc.).

[0043] En ciertas realizaciones, la pluralidad de nanoespecies hidr6fobas es suministrado a la boquilla en el fluido
de fase organica. Por ejemplo, la pluralidad de nanoespecies hidroéfobas es dispersada, disuelta o afiadida de otra
forma al fluido de fase orgénica. En ciertas realizaciones, la pluralidad de nanoespecies hidr6fobas es suministrada
a la boquilla via el compuesto anfifilico. Por ejemplo, la pluralidad de nanoespecies hidréfobas es dispersada,
disuelta o afadida de otra forma al compuesto anfifilico. En ciertas otras realizaciones, la pluralidad de
nanoespecies hidrofobas es suministrada a la boquilla en el fluido de fase acuosa. Por ejemplo, la pluralidad de
nanoespecies hidréfobas es dispersada, disuelta o afiadida de otra forma al fluido de fase acuosa.

[0044] Como se menciond, se genera un campo eléctrico en proximidad de la boquilla (10), particularmente en la
punta de la boquilla (10) donde sale el fluido que comprende el fluido de fase orgéanica, el fluido de fase acuosa, el
compuesto anfifilico, y la pluralidad de nanoespecies hidréfobas. En ciertas realizaciones, se aplica un potencial
eléctrico a la boquilla (10) y se aplica un potencial eléctrico a un electrodo (20) conectado a tierra para generar el
campo eléctrico en proximidad de la boquilla (10). El campo eléctrico causa que el fluido que sale de la boquilla (10)
forme un chorro de cono que se dispersa en una pluralidad de gotas. En efecto, el campo eléctrico ejerce una
fuerza sobre el fluido que sale de la boquilla (10) y deforma el menisco del fluido. Como se describi6 anteriormente,
cuando el campo eléctrico es suficientemente alto, ejercera una fuerza que es mayor a un limite basado en la
tension superficial del fluido, tal que el menisco adopta una forma de cono con un chorro delgado del fluido. El
chorro delgado se rompe entonces en una pluralidad de gotas del fluido.

[0045] En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general descritos aqui, el campo eléctrico es
generado por un suministro de potencia usado para crear un potencial eléctrico entre la boquilla (10) coaxial y el
electrodo (20) conectado a tierra, el cual puede ser un anillo formado de cobre u otros metales conductores. En un
ejemplo de realizacion, el electrodo (20) conectado a tierra estd ubicado 0.5 cm debajo de la punta de la boquilla
(10) coaxial. En ciertos ejemplos de realizacion, el campo eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo
eléctrico dentro de un intervalo de aproximadamente 3 kV/cm a aproximadamente 35 kV/cm. En un ejemplo de
realizacién, el campo eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo eléctrico dentro de un intervalo de
aproximadamente 6 kV/cm a aproximadamente 7 kV/cm.

[0046] A medida que la pluralidad de gotas se forma a partir de la dispersion del chorro de cono, se recolecta la
pluralidad de gotas. En ciertas realizaciones, la pluralidad de gotas es colectada en una solucion acuosa de
recoleccién. En un ejemplo de realizacion, la solucién acuosa de recoleccidon comprende agua destilada o agua
doblemente destilada. En ciertas otras realizaciones de acuerdo con los conceptos de la invencion general descritos
aqui, la solucién acuosa de recoleccion comprende amortiguador de acetato de amonio. Sin embargo, pueden
utilizarse otros tipos de soluciones acuosas, y estan contemplados por los conceptos de la invencién general
divulgados aqui. En ciertas realizaciones, se dispersa la pluralidad de gotas dentro de un colector (30) que contiene
la solucién acuosa de recolecciéon. El colector (30) puede ser un contenedor de metal, tal como un plato de
aluminio, por ejemplo. En otras realizaciones, la pluralidad de gotas es dispersada directamente dentro de una
solucién acuosa de recoleccion sin ser expuesta al aire, tal como sumergiendo la boquilla en la solucién acuosa de
recoleccion.

[0047] En un ejemplo de divulgacién, la pluralidad de gotas es recolectada sobre una superficie. En otras palabras,
la pluralidad de gotas es dispersada directamente sobre una superficie. Puede utilizarse virtualmente cualquier
superficie para recolectar la pluralidad de gotas. Por ejemplo, la pluralidad de gotas puede ser recolectada sobre
una placa metélica (por ejemplo, placa de aluminio), una malla de microscopia de transmision de electrones, o
virtualmente cualquier otro tipo de superficie.

[0048] Una vez la pluralidad de gotas entra en la soluciéon acuosa de recoleccion, las particulas de nanomateriales

compuestos se autoensamblan en la soluciéon acuosa de recoleccion. En un ejemplo de realizacion, las particulas

de nanomateriales compuestos comprenden una estructura autoensamblada que encapsula por lo menos una
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nanoespecie hidréfoba. Por ejemplo, la estructura autoensamblada puede comprender una micela, o virtualmente
cualquier otra estructura de autoensamblaje. El autoensamblaje es conducido por inestabilidad interfacial. Por
ejemplo, en una realizacién, los compuestos anfifilicos se orientan para formar una estructura autoensamblada que
tiene una concha hidrofilica y un ndcleo hidréfobo. Durante la formacién de la estructura autoensamblada, las
nanoespecies hidréfobas presentes son atraidas hacia los segmentos hidréfobos de los compuestos anfifilicos, tal
que a medida que las estructuras autoensambladas estan formando las nanoespecies hidréfobas, son retiradas
hacia y encapsuladas dentro del nucleo hidréfobo de la estructura autoensamblada. Se notara que las estructuras
autoensambladas encapsularan solamente aquellas nanoespecies hidréfobas que son mas pequenas que el nucleo
hidréfobo de la estructura auto ensamblada.

[0049] En ciertas divulgaciones, cuando la pluralidad de gotas es recolectada sobre una superficie, las particulas de
nanomateriales compuestos se autoensamblan sobre la superficie. En un ejemplo de divulgacién, las particulas de
nanomateriales compuestos comprenden una estructura autoensamblada que encapsula por lo menos una
nanoespecie hidréfoba. Como se menciond anteriormente, la estructura autoensamblada puede comprender una
micela, u otros tipos de estructuras autoensambladas. En esta realizacion particular, la fuerza conductora para el
autoensamblaje de las particulas de nanomateriales compuestos es suministrada por una interfaz de fase organica-
fase acuosa presente en la pluralidad de gotas. Adicionalmente, el autoensamblaje puede ser conducido a medida
que el solvente organico es retirado, tal como por evaporacién o difusién.

[0050] En un ejemplo de realizacién de acuerdo con los conceptos de la invencién general contemplados aqui, se
suministra un método para producir nanoparticulas de polimeros. En un ejemplo de realizacién, el método para
producir nanoparticulas de polimeros emplea un proceso de electroatomizacién para formar una pluralidad de gotas
(por ejemplo, un aerosol fino). EI método para producir nanoparticulas de polimeros es similar al método discutido
previamente para producir particulas de nanomateriales compuestos. Como se ve en la FIG. 1, se suministra un
fluido de fase organica a una boquilla (10). En general, el fluido de fase organica comprende un solvente organico.
En un ejemplo de realizacién, el fluido de fase organica comprende un solvente organico, un compuesto anfifilico, y
un polimero hidréfobo. La boquilla (10) puede tener cualquier nimero de configuraciones. Por ejemplo, en un
ejemplo de realizacién, la boquilla (10) es una boquilla coaxial que tiene un tubo (12) interno y un anillo (14) externo.
En otras realizaciones, la boquilla (10) puede tener multiples tubos (12) interiores y un anillo (14) externo.

[0051] Como se menciond, en un ejemplo de realizacién, el fluido de fase organica comprende un solvente
organico, un compuesto anfifilico, y un polimero hidréfobo. El fluido de fase organica puede ser suministrado
mediante alimentacién por gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de jeringa. En
ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general, el fluido de fase organica es suministrado a la
boquilla (10) a una rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr. En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase organica es
suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 0.48 ml/hr. Puede utilizarse una amplia variedad de solventes
organicos. En general, el solvente organico puede ser polar o no polar para disolver cualquier componente adicional
del fluido de fase organica. Ejemplos no limitantes de solventes organicos que pueden ser utilizados en conexién
con los conceptos de la invencidon general descritos aqui incluyen, pero no estan limitados a, cloroformo,
tetrahidrofurano, diclorometano, y combinaciones de ellos.

[0052] En ciertas realizaciones del método para producir nanoparticulas de polimeros, el compuesto anfifilico es un
copolimero anfifilico de bloque. En ciertas otras realizaciones de los conceptos de la invencién general, el
compuesto anfifilico es un compuesto anfifilico de péptido. Los copolimeros anfifilicos de bloque adecuados
incluyen, pero no estan limitados a, poli(estireno-b-etilen glicol), poli(e-caprolactona-b-etilen glicol), poli(etilen glicol-
b-diestearoil fosfatidiletanolamina), y combinaciones de ellos. Los compuestos anfifilicos de péptido adecuados
incluyen, pero no estan limitados a, palmitoil-VVAAEE-NH2, palmitoil-VVAAEEGIKVAV-COOH, palmitoil-
VVAAEEEEGIKVAV-COOH, y combinaciones de ellos. Aquellos expertos en la técnica notaran que pueden
utilizarse diferentes otros compuestos anfifilicos y que estan dentro del alcance de los conceptos de la invencion
general contemplados aqui.

[0053] En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase organica comprende un polimero hidréfobo. En ciertas
realizaciones, el polimero hidr6fobo es biocompatible y biodegradable. Por ejemplo, en un ejemplo de realizacion, el
polimero hidréfobo es poli(acido lactico-co-glicélico). Sin embargo, de acuerdo con los conceptos de la invencion
general se contemplan otros polimeros hidréfobos incluyendo, pero sin limitarse a, poli(acido lactico-co-glicélico),
poli(acido lactico), poli(acido glicdlico), poli(caprolactona), poli(etilen glicol), y combinaciones de ellos.

[0054] Todavia con referencia a la FIG. 1, cuando el fluido de fase organica es suministrado a la boquilla (10), se

genera un campo eléctrico proximo a la boquilla (10), particularmente en la punta de la boquilla (10) donde el fluido

sale. En ciertas realizaciones, se aplica un potencial eléctrico a la boquilla (10) y se aplica un potencial eléctrico a

un electrodo (20) conectado a tierra para generar el campo eléctrico en proximidad de la boquilla (10). El campo

eléctrico causa que el fluido que sale la boquilla (10) forme un chorro de cono que se dispersa en una pluralidad de

gotas. En efecto, el campo eléctrico ejerce una fuerza sobre el fluido que sale de la boquilla (10) y deforma el
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menisco del fluido. Como se describié anteriormente con respecto a la FIG. 2C, cuando el campo eléctrico es
suficientemente alto, ejercera una fuerza que es mayor a un limite basado en la tension superficial del fluido, tal que
el menisco adopta una forma de cono con un chorro delgado del fluido. El chorro delgado se rompe entonces en
una pluralidad de gotas del fluido.

[0055] En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general descritos aqui, el campo eléctrico es
generado por un suministro de potencia. El suministro de potencia crea un potencial eléctrico entre la boquilla (10)
coaxial y el electrodo (20) conectado a tierra, el cual puede ser un anillo formado de cobre u otros metales
conductores. En un ejemplo de realizacion, el electrodo (20) conectado a tierra esta ubicado 0.5 cm debajo de la
punta de la boquilla (10) coaxial. En ciertos ejemplos de realizacién, el campo eléctrico que se genera tiene una
fuerza de campo eléctrico dentro de un intervalo de aproximadamente 3 kV/cm a aproximadamente 35 kV/cm. En
un ejemplo de realizacion, el campo eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo eléctrico dentro de un
intervalo de aproximadamente 6 kV/cm a aproximadamente 7 kV/cm.

[0056] A medida que se forma la pluralidad de gotas a partir de la dispersion del chorro de cono, se recolecta la
pluralidad de gotas en una soluciéon acuosa de recoleccién. En un ejemplo de realizacién, la solucién acuosa de
recoleccién comprende agua destilada o agua doblemente destilada. En ciertas otras realizaciones de acuerdo con
los conceptos de la invencion general descritos aqui, la soluciéon acuosa de recoleccién comprende amortiguador de
acetato de amonio. Sin embargo, pueden usarse otros tipos de soluciones acuosas y estan contemplados por los
conceptos de la invencidn general divulgados aqui. En ciertas realizaciones, la pluralidad de gotas es dispersada
dentro de un colector (30) que contiene la solucién acuosa de recoleccién. El colector (30) puede ser un contenedor
de metal, tal como un plato de aluminio, por ejemplo. En otras realizaciones, la pluralidad de gotas es dispersada
directamente dentro de la solucién acuosa de recoleccion sin ser expuesta al aire, tal como sumergiendo la boquilla
en la solucion acuosa de recoleccion.

[0057] Una vez la pluralidad de gotas entra a la solucién acuosa de recoleccidn, las nanoparticulas de polimeros se
autoensamblan en la solucién acuosa de recoleccién. Las nanoparticulas poliméricas comprenden una micela
anfifilica que encapsula al polimero hidréfobo. En un ejemplo de realizacién, las nanoparticulas de polimeros tienen
un didmetro en un intervalo de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 1000 nm. En otro ejemplo de
realizacién, las particulas de nanomateriales compuestos tienen un didametro en un intervalo de aproximadamente
10 nm a aproximadamente 800 nm, incluyendo aproximadamente 20 nm a aproximadamente 700 nm, incluyendo
aproximadamente 25 nm a aproximadamente 500 nm, incluyendo aproximadamente 30 nm a aproximadamente 100
nm, y también incluyendo aproximadamente 35 nm a aproximadamente 70 nm. Tales nanoparticulas de polimeros
son particularmente Utiles para sistemas de entrega con liberacién controlada, que pueden incrementar los efectos
terapéuticos y reducir los efectos laterales.

[0058] Como se menciond anteriormente, las nanoparticulas de polimeros comprenden micelas anfifilicas que
encapsulan al polimero hidréfobo. Las micelas anfifilicas se forman por autoensamblaje del compuesto anfifilico via
inestabilidad interfacial cuando se dispersan dentro de la solucién acuosa de recoleccion. Por ejemplo, cuando la
pluralidad de gotas entra a la solucién acuosa, los compuestos anfifilicos se orientan espontaneamente para formar
micelas que tienen una concha hidrofilica y un nacleo hidréfobo. Durante la formacién de la micela, las particulas de
polimero hidr6fobo presentes son atraidas hacia el segmento hidréfobo del compuesto anfifilico, tal que a medida
que las micelas se autoensamblan, las particulas del polimero hidr6fobo son retiradas hacia y encapsuladas dentro
del nacleo hidréfobo de la micela. En esencia, las micelas anfifilicas forman un “modelo” de tamario particular, el
cual puede ser usado para controlar el tamafio de las nanoparticulas de polimeros producidas. Como se discute en
detalle posteriormente, el tamafo de la micela anfifilica, y asi el tamafio de las nanoparticulas de polimeros, pueden
ser controlados por el compuesto anfifilico particular utilizado. Ademas, dado que el proceso de autoensamblaje es
espontaneo, y dado que las estructuras autoensambladas son termodinamicamente estables, pueden crearse
nanoparticulas ultrapequefias de polimeros (<100 nm) en un proceso robusto y reproducible.

[0059] Como se menciond anteriormente, en ciertas realizaciones de acuerdo con los conceptos de la invencion
general, en el método para producir nanoparticulas de polimeros se utiliza una boquilla (10) coaxial que tiene un
tubo (12) interno y un anillo (14) externo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la boquilla (10) coaxial comprende
una aguja interna y una aguja externa. El diametro interno de la aguja interna puede variar de aproximadamente 80
micrones a aproximadamente 800 micrones, y el correspondiente diametro interno de la aguja externa puede variar
de aproximadamente 200 micrones a aproximadamente 2000 micrones. En un ejemplo de realizacién, el método
para producir nanoparticulas de polimeros comprende ademas el suministro de un fluido de fase acuosa a la
boquilla (10). El fluido de fase acuosa comprende un tensioactivo de polivinil alcohol. Los tensioactivos divulgados
son: octilfenol etoxilato, 4-(5-dodecil) bencenosulfonato, estearato de sodio, poloxameros, polisorbatos, y
combinaciones de ellos. El fluido de fase acuosa puede ser suministrado mediante alimentacion por gravedad o
medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de jeringa. En ciertas realizaciones, el fluido de fase
acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr. En un ejemplo de realizacion,
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el fluido de fase acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de 2.8 ml/hr.

[0060] En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase organica es suministrado al tubo (12) interno de la boquilla
(10) coaxial, y el fluido de fase acuosa es suministrado al anillo (14) externo de la boquilla (10) coaxial. En este
ejemplo de configuracién, el fluido de fase organica es encapsulado por el fluido de fase acuosa por la salida de la
boquilla. El fluido de fase acuosa actta por ello de alguna forma como una barrera que previene la evaporacién
significativa del fluido de fase organica, durante el tiempo de transito del fluido que sale de la boquilla y entra a la
solucion acuosa de recoleccién. En otras realizaciones, el fluido de fase organica puede ser suministrado al anillo
(14) externo de la boquilla (10) coaxial y el fluido de fase acuosa puede ser suministrado al tubo (12) interno de la
boquilla (10) coaxial.

[0061] En un ejemplo de realizacion, cuando el fluido de fase organica suministrado al tubo (12) interno de la
boquilla (10) coaxial, y el fluido de fase acuosa suministrado al anillo (14) externo de la boquilla (10) coaxial
alcanzan un flujo estabilizado de salida de la boquilla (10) coaxial, se genera un campo eléctrico en proximidad de
la boquilla (10) coaxial, particularmente cerca a la punta de la boquilla donde sale el fluido. EI campo eléctrico
generado en proximidad de la boquilla causa que el fluido que sale de la boquilla (10) coaxial forme un chorro de
cono que se dispersa en una pluralidad de gotas. En ciertas realizaciones, la pluralidad de gotas comprende el
fluido de fase organica encapsulada por fluido de fase acuosa. Como se mencioné anteriormente, el campo
eléctrico causa que el menisco del fluido que sale de la boquilla (10) adopte una forma de cono con un chorro
delgado del fluido. El chorro delgado se rompe entonces en una pluralidad de gotas, que son recolectadas en la
solucién acuosa de recoleccién y se forman las nanoparticulas de polimeros via autoensamblaje, como se describio
anteriormente.

[0062] En ciertas divulgaciones, el método para producir nanoparticulas de polimeros incluye la mezcla o agitacion
de la solucién acuosa de recoleccion que contiene la pluralidad de gotas. El paso de mezcla o agitacion puede
dispersar mejor la pluralidad de gotas dentro de la solucién acuosa de recoleccion, para ayudar en la formacion de
las nanoparticulas de polimeros.

[0063] Como se notd previamente, las nanoparticulas de polimeros de los conceptos de la invencién general
contemplados son utiles para sistemas de entrega con liberacion controlada. De acuerdo con ello, en un ejemplo de
realizacién, el fluido de fase organica comprende adicionalmente un ingrediente activo, y las nanoparticulas de
polimeros comprenden estructuras autoensambladas, tales como micelas anfifilicas, que encapsulan al polimero
hidréfobo y el ingrediente activo. En otra realizacion, el ingrediente activo puede ser suministrado en el fluido de
fase acuosa. El ingrediente activo puede ser virtualmente cualquier molécula o compuesto, incluyendo pero sin
limitarse a, farmacos contra el cancer, proteinas terapéuticas, antibidticos, agentes para el cuidado de la piel,
fertilizantes y asi sucesivamente. En un ejemplo de realizacion, el tamafo de particula de las nanoparticulas de
polimeros (por ejemplo, <100 nm) contempladas por los conceptos de la invencién general descritos aqui suministra
varias ventajas en la entrega de un ingrediente activo incluyendo, pero sin limitarse a, una mejor semivida en la
corriente sanguinea, aumento en la estabilidad coloidal, liberacion mas rapida, penetracién mas profunda dentro del
tejido y asi sucesivamente.

[0064] En un ejemplo de realizacién, las nanoparticulas de polimeros comprenden ademas un grupo funcional. El
grupo funcional puede ser virtualmente cualquier molécula que es Util para aplicaciones bioldgicas, ambientales o
varias otras. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general, el grupo funcional es seleccionado
de entre el grupo que consiste en un péptido, un polipéptido, una proteina, un ligando, un anticuerpo, ADN, ARN, y
combinaciones de ellos. Sin embargo, el grupo funcional puede comprender virtualmente cualquier compuesto o
molécula disefados para focalizarse en y unirse a, por ejemplo, tipos especificos de células, proteinas y asi
sucesivamente. Asi, el término "grupo funcional," como se usa aqui, abarca ampliamente compuestos o moléculas
disefiados para focalizarse en una entidad especifica. El grupo funcional puede estar conjugado con, enlazado con,
entrelazado con, o unido de otra forma a la nanoparticula polimérica. De modo similar, la nanoparticula polimérica
puede estar conjugada con, enlazada con, entrecruzada con o unida de otra forma al grupo funcional. En esencia,
una nanoparticula polimérica puede ser etiquetada con un grupo funcional, o un grupo funcional puede ser
etiquetado con una nanoparticula polimérica. Por ejemplo, en un ejemplo de realizacion, la nanoparticula polimérica
esta conjugada con un anticuerpo que tiene como objetivo una poblacion celular especifica. Existen varios métodos
de entrecruzamiento o conjugacion o union de otro modo de proteinas, ligandos, anticuerpos, fragmentos
moleculares y similares, a través de modificaciones quimicas conocidas en la técnica, que pueden ser utilizados en
conexion con los conceptos de la invencion general descritos aqui. Por ejemplo, puede utilizarse la quimica de
carbodiimida (EDC) o quimica de agentes de entrecruzamiento de éster de NHS, para conjugar, entrecruzar,
enlazar o de otro modo unir un grupo funcional a una nanoparticula polimérica, y viceversa.

[0065] En un ejemplo de realizacién de acuerdo con los conceptos de la invencién general, el método para producir

nanoparticulas de polimeros comprende el uso de una pluralidad de boquillas (10). Por ejemplo, la pluralidad de

boquillas (10) puede ser suministrada como un arreglo plano de boquillas, que son operadas en paralelo. La
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pluralidad de boquillas son boquillas coaxiales, como se describié anteriormente. Tal ejemplo de realizacion
suministra el método con capacidad de escalamiento, para incrementar la produccion de las nanoparticulas de
polimeros.

[0066] En un ejemplo de realizacion de acuerdo con los conceptos de la invencién general divulgados aqui, un
método para producir nanoparticulas de polimeros comprende el suministro de un fluido de fase organica, un fluido
de fase acuosa, un compuesto anfifilico, y un polimero, a una boquilla. Se genera un campo eléctrico en proximidad
de la boquilla tal que el fluido que sale de la boquilla forma un chorro de cono que se dispersa en una pluralidad de
gotas. La pluralidad de gotas es recolectada, y mediante autoensamblaje se forman nanoparticulas de polimeros
que comprenden una estructura autoensamblada que encapsula al polimero.

[0067] En general, el fluido de fase organica comprende un solvente organico. Puede utilizarse una amplia variedad
de solventes organicos. En general, el solvente organico puede ser polar o no polar para disolver cualquier
componente adicional del fluido de fase organica. Ejemplos no limitantes de solventes organicos que pueden ser
utilizados en conexién con los conceptos de la invencion general descritos aqui incluyen, pero no estan limitados a,
cloroformo, tetrahidrofurano, diclorometano, y combinaciones de ellos. El fluido de fase organica puede ser
suministrado mediante alimentacion por gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de
jeringa. En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencion general, el fluido de fase organica es suministrado
a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.01 ml/hr a aproximadamente 10 ml/hr. En un ejemplo de
realizacion, el fluido de fase organica es suministrado a la boquilla (10) a una rata de flujo de aproximadamente 0.48
ml/hr. En ciertas realizaciones del método para producir nanoparticulas de polimeros, el fluido de fase organica
comprende adicionalmente un tensioactivo. Puede utilizarse una amplia variedad de tensioactivos en el fluido de
fase organica. Los ejemplos adecuados de tensioactivo que pueden ser utilizados en conexién con los conceptos
de la invencion general descritos aqui incluyen, pero no estan limitados a, polivinil alcohol, octilfenol etoxilato, 4-(5-
dodecil) bencenosulfonato, estearato de sodio, poloxameros, polisorbatos, y combinaciones de ellos.

[0068] En general, el fluido de fase acuosa comprende agua. Como el fluido de fase acuosa puede utilizarse una
amplia variedad de sistemas acuosos. En el método para producir nanoparticulas de polimeros, el fluido de fase
acuosa comprende ademas un tensioactivo de polivinil alcohol. Puede utilizarse una amplia variedad de
tensioactivos en el fluido de fase acuosa. Otros tensioactivos divulgados incluyen: octilfenol etoxilato, 4-(5-dodecil)
bencenosulfonato, estearato de sodio, poloxdmeros, polisorbatos, y combinaciones de ellos. El fluido de fase
acuosa puede ser suministrado mediante alimentacién por gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o
una bomba de jeringa. En ciertas realizaciones, el fluido de fase acuosa es suministrado a la boquilla (10) a una
rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr. En un ejemplo de realizacion, el fluido de fase acuosa es suministrado a la
boquilla (10) a una rata de flujo de 2.8 ml/hr.

[0069] Como se menciond anteriormente, puede emplearse una amplia variedad de compuestos anfifilicos en
conexion con los conceptos de la invencion general descritos aqui. En ciertas realizaciones de los conceptos de la
invencion general, el compuesto anfifilico es un copolimero anfifilico de bloque. En ciertas otras realizaciones de los
conceptos de la invencion general, el compuesto anfifilico es un compuesto anfifilico de péptido. Los copolimeros
anfifilicos de bloque adecuados incluyen, pero no estan limitados a, poli(estireno-b-etilen glicol), poli(e-caprolactona-
b-etilen glicol), poli(etilen glicol-b-diestearoil fosfatidiletanolamina), y combinaciones de ellos. Los compuestos
anfifilicos de péptidos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, palmitoil-VVAAEE-NH2, palmitoil-
VVAAEEGIKVAV-COOH, palmitoil-VVAAEEEEGIKVAV-COOH, y combinaciones de ellos. Aquellos con destreza en
la técnica notaran que pueden utilizarse otros compuestos anfifilicos diferentes y que estan dentro del alcance de
los conceptos de la invencién general contemplados aqui.

[0070] En ciertas realizaciones del método para producir nanoparticulas de polimeros, el compuesto anfifilico es
suministrado a la boquilla en el fluido de fase organica. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el compuesto anfifilico
es dispersado, disuelto o afadido de otra forma al fluido de fase organica. En ciertas otras realizaciones del método
para producir nanoparticulas de polimeros, el compuesto anfifilico es suministrado directamente a la boquilla. Por
ejemplo, el compuesto anfifilico puede ser suministrado directamente a la boquilla mediante alimentaciéon por
gravedad o medios mecanicos, tales como una bomba o una bomba de jeringa. En ciertas otras realizaciones del
método para producir nanoparticulas de polimeros, el compuesto anfifilico es suministrado a la boquilla en el fluido
de fase acuosa. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el compuesto anfifilico es dispersado, disuelto o afadido de
otra forma al fluido de fase acuosa.

[0071] En el método para producir nanoparticulas de polimeros de acuerdo con los conceptos de la invencion

general descritos aqui, puede utilizarse una amplia variedad de polimeros. En ciertas realizaciones, el polimero es

suministrado directamente a la boquilla mediante alimentacién por gravedad o medios mecanicos, tales como una

bomba o una bomba de jeringa. En ciertas realizaciones, el polimero es un polimero hidréfobo. De acuerdo con los

conceptos de la invencién general, puede utilizarse una amplia variedad de polimeros hidréfobos. En ciertas

realizaciones, el polimero hidr6fobo es biocompatible y biodegradable. Por ejemplo, en un ejemplo de realizacion, el
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polimero hidrofobo es poli(acido lactico-co-glicolico). Sin embargo, se contemplan otros polimeros hidréfobos de
acuerdo con los conceptos de la invencidon general incluyendo, pero sin limitarse a, poli(acido lactico-co-glicélico),
poli(acido lactico), poli(acido glicélico), poli(caprolactona), poli(etilen glicol), y combinaciones de ellos. En ciertas
realizaciones, el polimero hidr6fobo es suministrado a la boquilla en el fluido de fase organica. Por ejemplo, el
polimero hidréfobo es dispersado, disuelto o afiadido de otra forma al fluido de fase organica.

[0072] En otras realizaciones, el polimero es un polimero hidrofilico. De acuerdo con los conceptos de la invencion
general descritos aqui, puede utilizarse una amplia variedad de polimeros hidrofilicos. Por ejemplo, polimeros
hidrofilicos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, acrilatos, metacrilatos, poli(6xido de etileno), éteres de
celulosa. Aquellos expertos en la técnica conocen muchos otros polimeros hidrofilicos y estan contemplados aqui.
En ciertas realizaciones, el polimero hidrofilico es suministrado a la boquilla en el fluido de fase acuosa. Por
ejemplo, el polimero hidrofilico es dispersado, disuelto o afiadido de otra forma al fluido de fase acuosa.

[0073] Como se menciond, se genera un campo eléctrico en proximidad de la boquilla (10), particularmente en una
punta de la boquilla (10) donde sale el fluido que comprende el fluido de fase organica, el fluido de fase acuosa, el
compuesto anfifilico, y el polimero. En ciertas realizaciones, se aplica un potencial eléctrico a la boquilla (10) y se
aplica un potencial eléctrico a un electrodo (20) conectado a tierra para generar el campo eléctrico en proximidad de
la boquilla (10). EI campo eléctrico causa que el fluido que sale la boquilla (10) forme un chorro de cono que se
dispersa en una pluralidad de gotas. En efecto, el campo eléctrico ejerce una fuerza sobre el fluido que sale de la
boquilla (10) y deforma el menisco del fluido. Como se describié anteriormente, cuando el campo eléctrico es
suficientemente alto, ejercera una fuerza que es mayor a un limite basado en la tension superficial del fluido, tal que
el menisco adopta una forma de cono con un chorro delgado del fluido. El chorro delgado se rompe entonces en
una pluralidad de gotas del fluido.

[0074] En ciertas realizaciones de los conceptos de la invencién general descritos aqui, el campo eléctrico es
generado por un suministro de potencia usado para crear un potencial eléctrico entre la boquilla (10) coaxial y el
electrodo (20) conectado a tierra, el cual puede ser un anillo formado de cobre u otros metales conductores. En un
ejemplo de realizacion, el electrodo (20) conectado a tierra es ubicado 0.5 cm debajo de la punta de la boquilla (10)
coaxial. En ciertos ejemplos de realizacion del método para producir nanoparticulas de polimeros, el campo
eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo eléctrico dentro de un intervalo de aproximadamente 3 kV/cm a
aproximadamente 35 kV/cm. En un ejemplo de realizacién del método para producir nanoparticulas de polimeros, el
campo eléctrico que se genera tiene una fuerza de campo eléctrico dentro de un intervalo de aproximadamente 6
kV/cm a aproximadamente 7 kV/cm.

[0075] A medida que la pluralidad de gotas se forma desde la dispersion del chorro de cono, se colecta la pluralidad
de gotas. En el método para producir nanoparticulas de polimeros, se colecta la pluralidad de gotas en una solucién
de coleccion. La solucion de coleccion comprende una solucion acuosa de recoleccién. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, la soluciéon acuosa de recoleccion comprende agua destilada o agua doblemente destilada. En ciertas
otras realizaciones de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui, la solucion acuosa de
recolecciébn comprende amortiguador de acetato de amonio. Sin embargo, pueden utilizarse otros tipos de
soluciones acuosas y estan contempladas por los conceptos de la invencién general divulgados aqui.

[0076] En un ejemplo de divulgacion, la solucién de coleccién comprende una solucién organica de coleccion. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, la soluciéon organica de coleccion comprende un alcohol, mientras en otras
realizaciones, la solucién organica de coleccion comprende tolueno. Aquellos expertos en la técnica notaran que
pueden utilizarse otras soluciones orgéanicas diferentes, de acuerdo con los conceptos de la invencion general
descritos aqui.

[0077] En ciertas realizaciones del método para producir nanoparticulas de polimeros, la pluralidad de gotas es
dispersada dentro de un colector (30) que contiene la solucién de colecciéon. El colector (30) puede ser un
contenedor de metal, tal como un plato de aluminio, por ejemplo. En otras realizaciones del método para producir
nanoparticulas de polimeros, la pluralidad de gotas es dispersada directamente dentro de una solucién de coleccion
sin ser expuesta al aire, tal como sumergiendo la boquilla en la solucién de coleccion.

[0078] En un ejemplo de divulgacion del método para producir nanoparticulas de polimeros, la pluralidad de gotas
es colectada sobre una superficie. En otras palabras, la pluralidad de gotas es dispersada directamente sobre una
superficie. Puede utilizarse virtualmente cualquier superficie para recolectar la pluralidad de gotas. Por ejemplo, la
pluralidad de gotas puede ser recolectada sobre una placa metalica (por ejemplo, placa de aluminio), una malla de
microscopia de transmision de electrones, o virtualmente cualquier otro tipo de superficie.

[0079] En el método para producir nanoparticulas de polimeros, una vez la pluralidad de gotas entra a la solucion
de coleccidn, las nanoparticulas de polimeros se autoensamblan en la solucién de recoleccion. E comprenden n un
ejemplo de realizacién de un método para producir nanoparticulas de polimeros, las nanoparticulas de polimeros
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comprenden una estructura autoensamblada que encapsula particulas del polimero. Por ejemplo, la estructura
autoensamblada puede comprender una micela, o virtualmente cualquier otra estructura de autoensamblaje. El
autoensamblaje es conducido por inestabilidad interfacial. Por ejemplo, en una realizacién, los compuestos
anfifilicos se orientan para formar una estructura autoensamblada que tiene una concha hidrofilica y un nucleo
hidréfobo. En esencia, la estructura autoensamblada forma un “modelo” con tamafio particular, que puede ser
usado para controlar el tamano y forma de las nanoparticulas de polimeros formadas. Durante la formacion de la
estructura autoensamblada, las particulas de polimero hidréfobo presentes son atraidas hacia los segmentos
hidr6fobos de los compuestos anfifilicos, tal que a medida que las estructuras autoensambladas se forman, las
particulas del polimero hidréfobo son retiradas hacia y encapsuladas dentro del ndcleo hidréfobo de la estructura
autoensamblada. Dado que el proceso de autoensamblaje es espontdneo, y dado que las estructuras
autoensambladas son termodindmicamente estables, pueden crearse nanoparticulas ultrapequefias de polimeros
(<100 nm), en un proceso robusto y reproducible.

[0080] En ciertas divulgaciones del método para producir nanoparticulas de polimeros, cuando la pluralidad de
gotas es recolectada sobre una superficie, las nanoparticulas de polimeros se autoensamblan sobre la superficie.
En un ejemplo de realizacién, las nanoparticulas de polimeros comprenden una estructura autoensamblada que
encapsula al polimero. Como se mencion6 anteriormente, la estructura autoensamblada puede comprender una
micela, u otros tipos de estructuras de autoensamblaje. En esta realizacion particular, la fuerza conductora para el
autoensamblaje de las particulas de nanomateriales compuestos es suministrada por una interfaz de fase orgéanica-
fase acuosa, presente en la pluralidad de gotas. Adicionalmente, el autoensamblaje puede ser conducido a medida
que el solvente organico es retirado, tal como por evaporacién o difusién.

[0081] En un ejemplo de realizacién de acuerdo con los conceptos de la invencién general contemplados aqui, un
método para producir nanoparticulas de polimeros emplea un proceso de lote. En un ejemplo de realizacion, se
afaden un compuesto anfifilico y un polimero, a un solvente adecuado para formar una mezcla de compuesto
anfifilico-polimero-solvente. La mezcla de compuesto anfifilico-polimero-solvente es introducida en una solucion
acuosa. La mezcla de compuesto anfifilico-polimero-solvente y la soluciéon acuosa son mezcladas para formar una
emulsion aceite en agua. Se retira el solvente de la emulsion aceite en agua, para producir las nanoparticulas de
polimeros. Por ejemplo, en una realizacion, a medida que el solvente es retirado (por ejemplo, a través de
evaporacion o difusién), los compuestos anfifilicos se orientan para formar una estructura autoensamblada que
tiene una concha hidrofilica y un nudcleo hidréfobo. En esencia, la estructura autoensamblada forma un “modelo” de
tamano particular, que puede ser usado para controlar el tamano y forma de las nanoparticulas de polimeros
formadas. Durante la formacién de la estructura autoensamblada, las particulas de polimero hidréfobo presentes
son atraidas hacia los segmentos hidréfobos de los compuestos anfifilicos, tal que a medida que se forman las
estructuras autoensambladas, las particulas del polimero hidréfobo son retiradas hacia y encapsuladas dentro del
nucleo hidréfobo de la estructura autoensamblada. El compuesto anfifilico forma estructuras autoensambladas que
encapsulan particulas del polimero, para formar las nanoparticulas de polimeros. Cualquier nimero de los
compuestos anfifilicos, polimeros, solventes, y sistemas acuosos divulgados previamente, puede ser utilizado en
conexién con este ejemplo de realizacion.

Ejemplos

[0082] los siguientes ejemplos ilustran ejemplos de realizaciones o rasgos de los conceptos de la invencién general
descritos aqui. Los ejemplos son dados solamente con el propoésito de ilustracion.

Ejemplo 1

[0083] El ejemplo 1 ilustra un ejemplo de realizacién de una particula de nanomaterial compuesto (CNP), un
ejemplo de método para producir las CNPs, y ejemplos de métodos de uso de las CNPs de acuerdo con los
conceptos de la invencién general descritos aqui.

Materiales y métodos

[0084] Sustancias quimicas - Poli(estireno-b-etilen glicol) con peso molecular 3800 a 6500 (Dalton), fue adquirido
de Polymer Source. Puntos cuanticos (QDs) con superficies hidréfobas (Aem = 545 nm, 10 pmol para QDs verdes, y
Aem = 605 nm, 2 pmol para QDs rojos) fueron adquiridos de Invitrogen. Cloroformo y poli(vinil alcohol) (13,000-
23,000 Dalton, hidrolizado en 87-89%) fueron adquiridos de Aldrich. Medio Eagle modificado de Dulbecco y suero
fetal bovino para cultivar células NIH3T3 fueron adquiridos de ATCC.

[0085] Preparacion de CNPs - Las CNPs fueron preparadas mediante mezcla completa de QDs verdes (Aem = 545
nm, 10 pmol), QDs rojos (Aem = 605 nm, 2 pmol) y polimero (50 pmol) en cloroformo (100 ul). La mezcla fue
entonces afiadida a una solucion acuosa de poli(vinil alcohol) (5 mg/ml) una relacion de volumen de 1:5 (aceite:
agua). Después de someter a mezcla en aparato vortex por 1 min, se mezclé con agua desionizada rapidamente la
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emulsion formada (relacién de volumen de emulsién a agua 1:5). Se permitié que las gotas de emulsion
decantaran, y fueron transferidas a un contenedor abierto para la evaporacién rapida de cloroformo. Las gotas de
emulsion lechosa se tornaron transparentes después del retiro del cloroformo, indicando la formacién de las CNPs.
Las CNPs fueron filtradas a través de un filtro de jeringa con tamano de poro 0.22 um (Millipore), para eliminar los
agregados grandes.

[0086] Microscopia de transmision de electrones (TEM) - se tifieron CNPs negativamente con acido fosfotungstico
(PTA) 1%. Los estudios de TEM fueron conducidos usando un microscopio de transmision electrénica FEI Tecnai
G2 Spirit (80 kV). QDs y PTA tienen densidad electronica y aparecen oscuros, mientras las conchas de las micelas
aparecen claras en las imagenes.

[0087] Microscopia de fluorescencia y andlisis de imagen - para dispersar de manera uniforme las CNPs sobre una
superficie cubreobjetos, la solucion de CNP (10 pl, 1-10 nM) fue colocada en sandwich entre dos cubreobjetos y
colocada en una camara de extraccién por 10 minutos. Los dos cubreobjetos fueron entonces separados y
expuestos a condiciones ambiente por otros 10 minutos. Se aseguraron entonces los cubreobjetos a los cuadros
del microscopio, para observacién de microscopia por fluorescencia. Se tomaron imagenes de CNPs con un
microscopio Olympus BX41 (objetivo de inmersion en aceite 100x) equipado con una lampara de mercurio de 100W
(Chiu Technical Corporation, Aex = 488 nm. La emisién de fluorescencia fue filtrada a través de un filtro de paso
largo y colectada por una cdmara Olympus DP70 CCD. El andlisis de imagen fue conducido usando software de
andlisis de imagen Image J. Se determiné la intensidad de fluorescencia de un pixel, por su nivel de color gris. Se
determiné la intensidad de fluorescencia de una particula, multiplicando el nivel promedio de gris de todos los
pixeles de la particula por el area (nUmero de pixeles) ocupada por la particula. Se identificé una trayectoria de una
particula uniendo manualmente los centroides de particula sobre todos los cuadros de una serie de tiempo. Se
tomd la imagen del movimiento de diferentes particulas a través del plano focal mediante el ajuste manual de la
placa del microscopio. El tiempo de exposicién de camara usado fue 500 ms para parpadeo de QD e imagenes
alternas de color de CNP, 16.7 ms para agregados de QD, y 0.8 ms para los agregados de CNP.

Estimacién de la eficiencia FRET entre QDs - Se estimé la eficiencia FRET entre los dos tamafios QD como sigue:

9000 101x°0,,
1287 Nn

en la que Ro = distancia Forster, | = funcién de traslapamiento espectral = 2.2309x1 0" (obtenida por integracién del
area bajo el area de traslapamiento del donador QD y aceptador QD), k* = factor de orientacién = 2/e, QD =
rendimiento de cuanto de donador = 80% (segun el fabricante de QD, N = nimero de Avogadro = 6.02x10%, y n =
indice de refraccién = 2.2 (promedio de indice de refraccion de CdSe y poliestireno).
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en la que E = eficiencia FRET y r = distancia entre los centros de par FRET de QD.

[0089] Asumiendo una separacion de cero entre los dos QDs (es decir los dos QDs se tocan mutuamente), la
distancia entre el donador y aceptador FRET es la suma de los radios de los dos QDs. Los radios de QD, segun se
mide por TEM son: r =r1 + r2 = 2.05 + 3.45 = 5.48 nm; asi, E = 13.1%, y con 1 nm de separacién entre dos QDs, E =
5.2%.

Resultados y discusién

[0090] Se formaron CNPs mediante coencapsulacion de puntos cuanticos (QDs) con diferentes longitudes de onda
de emisién (Invitrogen, Aem = 545 nm y 605 nm para QDs verde y rojo, respectivamente) en micelas poliméricas de
poli(estireno-b-6xido de etileno) (MW 3800-b-6500). La coencapsulacion fue lograda usando el proceso de
inestabilidad interfacial en el cual las gotas de emulsion aceite en agua fueron transformadas en micelas (diametro
de ~25 nm) mediante evaporacion de la fase de aceite (por ejemplo, cloroformo). Dado que la fase de aceite
contenia QDs con diferentes longitudes de onda de emision y polimeros anfifilicos, las micelas resultantes incluian
conchas poliméricas con QDs aislados del nicleo de la micela (FIG. 4). Es dificil determinar el nimero exacto de
QDs rojos y verdes en cada micela, partiendo de microscopia de transmision de electrones (TEM) dado que los
QDs dentro de la micela 3D se traslapan cuando se proyectan sobre una imagen 2D.

[0091] Se evalué la idoneidad de las CNP para aplicaciones de rastreo de particula, usando un microscopio de
fluorescencia (Aexcitacion = 488 nm), camara CCD, vy filtro de paso largo para permitir la observacion simultanea de
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canal verde y rojo. Las CNPs exhiben colores de emisién de fluorescencia alterna multiple, incluyendo las del
constituyente de QDs verde y rojo y su combinacion (FIG. 5a). La relacion de fluorescencia en el canal rojo de CNP
a la del canal verde (relacién R/G) cambi6 a través del periodo de observacion (0.564-3.662 AU, o diferencia de
550%, FIG. 5b), conduciendo a un cambio continuo en el color fluorescente (FIG. 5a). El cambio en la relacion de
R/G fue abrupto; indicando un cambio abrupto de color entre rojo (elevada relacién R/G), amarillo/naranja (relacién
R/G media), y verde (baja relacion R/G). Adicionalmente, los colores fluorescentes de las regiones mas pequenas
dentro de las CNP cambiaron también continua y abruptamente. Por ejemplo, en el cuadro 41 (5.453 s), la CNP
aparece como un gran nucleo naranja rodeado por una concha roja delgada (relacién R/G = 1.846), mientras en el
cuadro 110 (14.497 s) la CNP aparece verde (relacion R/G = 0.580). La distribucion no uniforme de color en la CNP
indica una distribucion heterogénea de QDs coloreados de modo diferente en la CNP. En contraste, un gran
agregado de CNPs (obtenido del precipitado visible de una solucién no filtrada de CNP después de 1 semana de
almacenamiento) exhibié color fluorescente casi constante y relacion R/G (2.931-3.004 AU, o diferencia de 2.4%).
Por ello, el rasgo de color alternante de la CNP puede servir como un marcador de estado individual (o grupos
pequenos).

[0092] Para evaluar la dinamica de la intensidad de fluorescencia, se compararon la intensidad total de
fluorescencia de CNP y la de los canales individuales rojo y verde con la intensidad de imagenes separadas de QDs
verde y rojo individuales (FIGS. 5¢c y 5d). Sobre un periodo de observacién de 2 min, la intensidad total de
fluorescencia de CNP permanece elevada (variando de 588.07 a 2995.998 AU), aunque en algunos puntos de
tiempo las intensidades de fluorescencia de canales individuales de color de CNP disminuyeron como un resultado
de parpadeo de QD constituyente (FIG. 5¢). Comparado con los QDs individuales, para los cuales en varios puntos
de tiempo la fluorescencia casi se extinguié (FIG. 5d, verde QD, 0-408.000 AU; rojo QD, 13.988-1429.012 AU), la
fluorescencia de CNP fue virtualmente continua. Adicionalmente, las CNPs son mucho mas brillantes que los
constituyentes QDs, lo cual mejorara significativamente la relacion sefal a ruido en estudios de rastreo.

Estas mediciones pueden ser usadas también para estimar el nimero de QDs constituyentes en una CNP, lo cual
es importante para potenciales aplicaciones de multiplexacion. Si pueden determinarse in situ los nimeros de QDs
constituyentes individuales, seria posible construir CNPs con relaciones conocidas de particula roja a verde, lo cual
podria ser entonces usado para hacer rastreo de diferentes especies. A partir de la comparacion de intensidad de
fluorescencia en canales de CNP (FIG. 5c) con la de QDs individuales (FIG. 5d) (integradas durante 10 s para
compensar el parpadeo), se estima que la CNP mostrada en (FIG. 5) contiene cuatro (es decir, 4.09) QDs verdes y
dos (es decir, 2.24) QDs rojos. Sin embargo, dado el traslapamiento espectral y cercana proximidad entre QDs con
una CNP, podria ocurrir transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). Asi, se calculd la eficiencia de
FRET entre QDs verdes y rojos y se determiné que era baja (13.1% para separacién de 0 nm y 5.2% para 1 nm). La
baja eficiencia de FRET observada en pares QD-QD respecto a donador/aceptor FRET molecular, es un resultado
de gran tamafo de QDs. Estos calculos indican que la FRET no interfiere significativamente con las propiedades de
fluorescencia de las CNPs.

[0094] Adicionalmente a permitir un rastreo casi continuo y confirmacion del estado de agregacién, la emisién de
fluorescencia de color alterno puede ser usada para resolver otro problema de largo tiempo en rastreo de particulas,
sobre la base de QD: discriminacion de agregados grandes fuera de foco de nanoparticulas individuales (o
pequefos grupos de). En sistemas altamente dindmicos que usan QDs convencionales, el movimiento 3D rapido
fuera del plano focal no puede ser distinguido del parpadeo, porque ambos conducen a la desaparicién de la sefal
de fluorescencia (FIG. 6a). En contraste, las CNPs permiten la confirmacion facil y sin ambigledad del estado de
agregacion, porque (1) las CNPs producen emision de fluorescencia con color alterno y (2) los QDs constituyentes
en una CNP, se mueven como un ensamble. Asi, un agregado CNP que se mueve completamente fuera del foco,
se manifiesta como una pérdida completa de fluorescencia, la cual es distinguible claramente de la sefial de color
alterno de una CNP individual (o pequefo grupo de) (FIG. 6b).

[0095] Las CNPs colocadas en gota fueron movidas mediante control manual de la placa de microscopio. Se realiz
seguimiento continuo a una CNP tipica por 2 min, mucho mas que la duracién reportada entre interrupciones de
parpadeo para cualquier trayectoria de QD individual reportada en la literatura (FIG. 7a). La CNP se movi6 a través
del campo de vista mientras exhibia cambios de color continuos y abruptos, indicando estado individual (o grupos
pequenos). La fluorescencia de color alterno de CNP es distinguible de la intensidad de fluorescencia potencial y
cambios de color que pueden resultar del crecimiento (por ejemplo, por maduracion de Ostwald) y agregacion de
particula. Se ha reportado que la intensidad de fluorescencia de algunos agregados grandes de QD (por ejemplo,
QDs con superficies pobremente protegidas) experimenta un descenso significativo, pero gradual, antes de
alcanzar estado estacionario bajo ciertas condiciones experimentales. Sin embargo, los agregados grandes de
CNP, que comprenden QDs disponibles comercialmente con superficies bien protegidas, emiten fluorescencia
constante en todos los canales de color bajo todas las condiciones experimentales probadas. Adicionalmente,
incluso si se usan particulas con superficies pobremente protegidas, dado que el descenso inicial de fluorescencia
seria gradual, cualquier posible alteraciéon de fluorescencia seria también gradual y podria asi ser distinguida de los
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cambios abruptos de color exhibidos por CNPs individuales (o pequefos grupos de).

[0096] Existieron varios cambios de ubicacion rapidos y grandes ("saltos") en la trayectoria (por ejemplo, de 84.44 a
87.22 s). En particular, un evento de cambio de color coincidié con el evento de salto entre 84.44 y 86.67 s (FIG.
7b). El evento de cambio de color indica que durante este tiempo por lo menos un QD constituyente en la CNP
estaba parpadeando, lo cual resalta el beneficio de usar una CNP, mas que un QD, para el rastreo. Si este QD
constituyente parpadeando fuera usado sélo como una particula de rastreo, se perderia la trayectoria después del
“salto", debido a la coincidencia del parpadeo y el salto. De modo alternativo, podrian usarse "QDs que no
parpadean” en los que el parpadeo es reducido o eliminado por mediadores/compensadores sobre la superficie de
QD, QDs de recubrimiento con una concha gruesa, o sintetizarse QDs con una funcién de energia potencial que
cambiase gradualmente. Sin embargo, esto no permitiria confirmar el estado de agregacién (o falta del mismo),
dado que el parpadeo estaria ausente, no podrian aplicarse in situ microscopia electrénica y conteo individual de
fotones, y el tamafio de mancha de particula fluorescente puede variar con el tiempo de exposicién de camara y
esta sujeto al limite de difraccién (es decir, no el tamafo real de la particula).

[0097] Adicionalmente a las propiedades Opticas, las CNPs tienen varios rasgos que las hacen particularmente
utiles para estudios de rastreo de particula. Primero, aproximadamente 20% de las CNPs como son sintetizadas,
sin separacién u optimizacion, muestran fluorescencia casi continua, propiedades de alternancia de color (con el
resto suministrando fluorescencia de color individual tipica). Segundo, los rendimientos pueden mejorar mediante
clasificacién por fluorescencia (por ejemplo, FACS); sin embargo, pueden usarse también CNPs como son
sintetizadas con investigadores que rastrean de manera selectiva aquellas particulas fluorescentes con el rasgo de
alternancia de color. Tercero, las CNPs son pequefas y por ello no se espera que interfieran con la mayoria de los
procesos que estan bajo rastreo. Ademas, la bioconjugacion de CNPs puede ser lograda con métodos bien
documentados (usando polimeros anfifilicos con grupos -COOH o -NH2 terminales). Adicionalmente, las CNPs son
estables en los ambientes biolégicos usados comunmente para estudios de rastreo de particulas. Por ejemplo,
después de 12 h en medio de cultivo celular (medio Eagle modificado de Dulbecco, que contiene 10% de suero, 37°
C), las CNPs estaban libres de agregacion significativa y se preservaron sus propiedades de fluorescencia casi
continua y de alternancia de color. El medio de cultivo celular, sangre o citoplasma, pueden interactuar todos
potencialmente con la superficie de QD a través de reacciones de oxidacion/reduccion o absorcion molecular para
alterar propiedades de QD. La elevada tolerancia por ambientes biolégicos desplegada por CNPs deberia ser el
resultado, por lo menos parcial, de la proteccion de la superficie de QD por la micela.

[0098] Las propiedades de las CNPs pueden mejorar significativamente el rastreo dinamico de particula en fluidos
(por ejemplo, ambientes biolégicos o flujos de microfluidos). Sin embargo, se contempla que pueden usarse CNPs
para manipulacion magnética y formacion multimodal de imagenes, o para uso en la creacion de particulas
multiplexadas que pueden rastrear simultdneamente biomoléculas multiples o nanomateriales. Adicionalmente, las
CNPs pueden servir también como una plataforma para investigar transferencia de energia y acoplamiento
electrénico de QDs en un microambiente controlado.

Ejemplo 2

[0099] EI ejemplo 2 ilustra un ejemplo de realizacién de un método para producir particula de nanomaterial
compuesto de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui.

Materiales y métodos

[0100] Sintesis por electroatomizacion de particulas de nanomateriales compuestos - proceso de produccion por
electroatomizacién de particulas de nanomateriales compuestos incluye la preparacion de soluciones de
electroatomizacién, generando una gota de compuesto por electroatomizaciéon coaxial, recolectando las gotas de
aerosol en una solucién acuosa, dando como resultado una microemulsion, y permitiendo que la microemulsion
forme micelas por el efecto de inestabilidad interfacial.

[0101] Primero, se suspendieron separadamente en cloroformo nanoparticulas de Oxido de hierro
superparamagnético (SPION), puntos cuanticos (QDs), y poli(estireno-b-etilen glicol) (PS-PEG). Luego se prepard
una fase organica mezclando SPION (1 mg/ml Fe, 225 pl), QDs (0.1 pM, 450 pl), y PS-PEG (10 mg/ml, 90 pl). La
fase organica fue entregada al capilar interno de acero inoxidable de una aguja coaxial, a una rata de flujo de 0.48
ml/hr usando una bomba de jeringa. Se prepar6 una fase acuosa disolviendo poli(vinil alcohol) en agua doblemente
destilada a 5 mg/ml. Se suministrd la fase acuosa al anillo exterior de la aguja coaxial, a una rata de flujo de 2.8
ml/hr usando una segunda bomba de jeringa. Después de permitir la estabilizacién de ambas ratas de flujo, usando
una camara de alta resolucion y pantalla pudieron observarse gotas de compuesto, con un nicleo organico y una
concha acuosa, goteando de la aguja coaxial. Cuando se estabilizaron ambas ratas de flujo, se utilizé un suministro
de potencia para aplicar un elevado voltaje positivo a la aguja coaxial, respecto a un anillo de cobre conectado a
tierra, ubicado 0.5 cm debajo de la punta de la aguja. A un voltaje de 6-7 kV, se observé un chorro de cono concavo
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en la punta de la aguja coaxial. Se colocé un plato de aluminio que contenia 14 ml de fase acuosa (agua
doblemente destilada, o amortiguador de acetato de amonio), 10 cm debajo de la punta de la boquilla, para
recolectar las gotas de aerosol. Después de una hora de recoleccién, en el fondo del disco de recoleccidon era
visible una emulsién rojo-marrén. Esta fue transferida a un tubo de centrifuga de 15 ml. Después de 2 horas, se
desvaneci6 esta emulsidén dejando una suspension transparente de particulas de nanomateriales compuestos.

[0102] Dispersion Dinamica de Luz: Distribucién de Tamafo Hidrodinamico de Particula - Se caracterizd el tamano
hidrodinamico de particula de las particulas de nanomateriales compuestos, usando un equipo de dispersion
dinamica de luz (Brookhaven Instruments Corporation, Bl 200SM). Se tomaron muestras de la suspensién
resultante y se diluyeron con agua destilada, si era necesario, para reducir la intensidad de la luz dispersa, al
intervalo aceptable por el instrumento (entre 10 y 200 kCPS). La longitud de onda del laser fue 633 nm, se ajusté el
microorificio a 200, y el angulo de deteccién fue 90°. Una medicion tardo 2 minutos y se registré el promedio de
tamano de particula, ponderado por volumen (Dp, promediov). Se reportaron el promedio y desviacion estdndar de
cinco mediciones sucesivas.

[0103] Distribucién de Tamafo de Particula por Barrido de Movilidad (SMPS) -se caracteriz6 la movilidad eléctrica
de particulas transformadas en aerosol, usando un Espectrometro de Medicién de Tamafo de Particula por Barrido
de Movilidad (SMPS, TSI 3936). Se recolectaron las gotas de electroatomizado de compuesto, y se formé la
suspension de micela en amortiguador de acetato de amonio. Se transformé en aerosol una pequefia muestra de
esta suspensién, usando un generador comercial de aerosol por electroatomizacion (TS| 3040). El aerosol fue
clasificado por movilidad eléctrica usando un clasificador electrostatico (TSI 3080) con un equipo de analisis de
movilidad diferencial (DMA, TSI 3081). Se cuantificaron entonces las particulas, usando un contador de particulas
por condensacion ultrafina de agua (UWCPC, TSI 3786). Se program6 el equipo para realizar un barrido a través de
un intervalo de tamanos de particula por movilidad eléctrica, de 9 nm a 400 nm, contando las particulas en cada
tamano. Asi, se construyé y graficd sobre un eje log-log, una distribucion de tamafo de particula por movilidad
eléctrica.

[0104] Microscopia de transmision de electrones - Se obtuvieron imagenes de las micelas resultantes en la
suspension transparente, usando un FEI Tecnai G2 Bio Twin TEM. Primero, se tomaron con pipeta 10 pl de gotas
de muestra, sobre una paleta limpia de silicona. Se cargaron micelas sobre rejillas de niquel recubiertas con
formvar/carbén, colocando la rejilla sobre la gota de muestra con la pelicula de soporte hacia abajo. Se permitié que
las micelas fueran recolectadas sobre la pelicula de soporte por 2 minutos, tiempo después del cual se retird el
exceso de liquido, usando papel de filiro. A continuacion, se colocé la rejilla sobre una gota de 10 ul de acido
fosfotingstico (PTA, 1%). Se permitid la tincién negativa con PTA 1% por 2 minutos y se retir6 el exceso de liquido.
Se tomd entonces imagen de la rejilla.

[0105] Rastreo de particula con microscopia de fluorescencia en presencia de un iman de neodimio - Se probaron
simultaneamente las funciones fluorescente y magnética de las particulas generadas por electroatomizacion,
observando una muestra de particulas bajo microscopio de fluorescencia, en presencia de una aguja magnética de
neodimio. El filtro del microscopio fue ajustado a la longitud de onda de emision de los puntos cuanticos y sobre la
placa se coloc6 un plato de vidrio con un pequefio segmento cilindrico de aguja magnética de neodimio. Con una
pipeta se aplic6 una muestra de 10 pl sobre el plato de vidrio, sumergiendo el iman en la muestra. Se registré un
video para investigar si las particulas fluorescentes podrian ser observadas, o no, moviéndose hacia el iman. Se
proceso el video usando el software Image J.

Resultados y discusién

[0106] Se sintetizaron micelas usando el ajuste experimental ilustrado en FIG. 1. La mezcla organica que
comprendia el solvente (cloroformo), polimero poli(estireno-b-etilen glicol), SPIONs, y QDs, fluyé a través de la
aguja central mientras una mezcla de polivinil alcohol-agua fluy6 a través de la aguja exterior. Se ajustaron las ratas
de flujo y voltajes, para lograr un chorro de cono estable. Se recolectaron las gotas de aerosol en un plato de
recoleccién que contenia agua destilada. En ausencia de agitacion, se segrega una emulsion rojiza-marrén hacia el
fondo del plato de aluminio de recoleccién. Sin embargo, la emulsién es capaz de ser dispersada con agitacién
suave. Luego de 2-3 horas después de la atomizacidn, resulta una solucién clara. La desaparicion de la emulsion
rojiza-marron después del tiempo y agitacién suave indica la formacion de micelas a través del efecto de
inestabilidad interfacial. Asi, el proceso de electroatomizacion forma la emulsion de una forma continua,
automatizada.

[0107] Una vez se desvanecio la emulsion y la solucién se tornd transparente, se retir6 una muestra y se analizd
usando DLS. En la FIG. 8a se ilustra una distribucién de tamarno de particula de la muestra, y es unimodal. Sobre la
base de 5 mediciones, el promedio de diametro de particula, ponderado por volumen, fue 44 + 7 nm. Se tomo
imagen de la misma solucién entonces usando TEM, y la FIG. 8b ilustra que las micelas que contenian tanto
SPIONs como QDs tienen diametros entre 30 nm y 40 nm, valores que concuerdan bien con los datos de dispersién
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dinamica de luz.

[0108] Dado que las particulas contienen QDs, el movimiento aleatorio de particulas en solucion, observado bajo un
microscopio de fluorescencia, puede ser usado también para determinar el tamafio de particula. Se colocd una gota
de 10 pl en un disco de vidrio y se ajustd el filtro del microscopio a la longitud de onda de fluorescencia de los
puntos cuanticos. (Figura 5 del documento) ilustra la trayectoria de tres de tales particulas. el cuadrado del
desplazamiento promedio (x°) de la particula esta relacionado con la difusion de la particula D y tiempo t mediante

(¥} = 4Dt (1)

[0109] EI valor de D se relaciona a su vez con el radio de diametro de particula dp a través de la ecuacion de
Stokes-Einstein

kT
P 3muD

en la que kB es la constante de Boltzmann, T es temperatura, y | es la viscosidad del medio circundante. Para las
particulas ilustradas en la FIG. 9, este método dio como resultado radios de particula de 54 nm y 68 nm. Se
observaron también particulas significativamente mas grandes, d ~ 400 nm, y se asume que corresponden a
agregados micelares.

d

(2)

[0110] Es dificil cuantificar la encapsulacion de SPION y punto cuéntico, dado que es rara la evidencia visible de
componente en el interior o el exterior de las micelas. Para ilustrar que la deficiencia de encapsulacién no es rara,
se generaron dos muestras de micelas. En la primera muestra, sélo se incluy6 el copolimero PS-PEG de bloque en
la fase organica, con objeto de generar micelas vacias. En la segunda muestra, se incluyeron PS-PEG y SPION en
la fase organica, para generar micelas cargadas con SPION. En las FIGS. 10a y 10b se ilustran las imagenes TEM
de las muestras. Nuevamente las micelas tienen un diametro aproximado de 30 a 40 nm, y no hay evidencia directa
de encapsulacién de SPION. Para demostrar que estas micelas difieren de una manera consistente con la inclusién
de SPIONs, se suspendieron micelas vacias y cargadas en amortiguador de acetato de amonio, se atomizaron
nuevamente usando un dispositivo TSI de electroatomizacion, y se midié la distribucion de tamafio aerodinamico del
aerosol resultante, usando un aparato de Analisis del Tamaro de Particula por Barrido de Movilidad TSI. A las bajas
diluciones usadas aqui, las gotas creadas por la electroatomizacion contienen a lo sumo una micela. Como se
ilustra en las FIGS. 9a y 9b, el promedio da volumétrico de diametros aerodinamicos es comparable con los valores
determinados por otros métodos. El tamafo ligeramente menor es consistente con una micela seca, donde el
polimero esta colapsado y es mas compacto que en el estado hidratado. Ademas, las micelas cargadas con SPION
tienen un didmetro aerodinamico distintivamente mayor que las micelas vacias. Esto puede ser explicado
reconociendo que el diametro aerodinamico esta relacionado con el didmetro fisico de la particula por: da = dpp'?,
donde p es la densidad de la particula. Existen por lo menos tres razones de por qué da deberia aumentar con la
carga de hierro en las micelas. La primera es un incremento en el tamafo fisico debido a la inclusion de
nanoparticulas de hierro, la segunda es un aumento en la densidad de la micela cargada con 6xido de hierro,
respecto a la micela vacia y, finalmente, la presencia de particulas sélidas de 6xido de hierro puede hacer mas
resistente a la micela al colapso, a medida que ella se seca.

[0111] Finalmente, para demostrar que las nanoparticulas formuladas con QDs y SPIONs tenian ambas
funcionalidades fluorescentes y magnéticas, se observaron las particulas de nanomateriales compuestos bajo un
microscopio de florescencia en presencia de un iman de neodimio. La migracién de las particulas fluorescentes
hacia la aguja magnética indicé la co-localizacién de SPION y puntos cuanticos, demostrando que ellos estaban co-
encapsulados en la micela. La FIG. 11 (a)-(f) ilustra una serie de imagenes de un registro en video que muestra una
particula fluorescente particular, a medida que migra hacia el iman.

Para estimar el tamafo de la particula observada en FIG. 11, se hizo rastreo de su movimiento en el tiempo y en las
FIGS. 11g y 11h se ilustran los resultados. El movimiento de esta particula refleja el movimiento dirigido debido al
campo magnético y el movimiento aleatorio debido a la difusion browniana. En un campo magnético, la velocidad v
de una particula esta gobernada por

M(B,)d’
y= M, g 3)
181

en la que M(Bo) es la magnetizacion de la particula y B es el campo magnético. Asi, en una regién de VB constante,
la velocidad de la particula deberia ser constante y perpendicular a las lineas de campo magnético. Cerca del iman,
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VB es constante, y B es suficientemente alta para asegurar que M(Bo) es constante. Asi, se puede
desconvolucionar el movimiento de la particula en sus componentes dirigido y fluctuante. Como se ilustra en la FIG.
11h, el cuadrado del promedio de desplazamiento del movimiento dirigido es una funcion lineal del tiempo, y de la
pendiente de la linea y las Eqgs (1) y (2), puede determinarse el tamafo de la micela. En este caso, dp = ~340 nm,
sugiriendo un agregado. Asumiendo que cada micela en el agregado tiene un promedio dp de 60 nm, el valor
promedio basado en el analisis previo de difusién, un balance de volumen sugiere que el agregado contiene -180
micelas. La Egn (3) puede ser usada ahora para determinar M(Bo) vy, finalmente puede estimarse el nimero de
SPIONS ns usando

MB)=NMY. 4)

en la que Ms, y Vs son la masa y el volumen de un SPION individual. En este caso NS es 165 y cada micela

contiene en promedio 0.68 SPIONS. Aunque este es s6lo un analisis de orden de magnitud, sugiere que la mayoria

de las micelas contiene una nanoparticula de hierro. El anélisis demuestra también que estudios de imagen de este

tipo son mas sensibles a los agregados grandes, dado que las micelas individuales se mueven mucho mas
2

lentamente (V * dp)

tipico.

y es mas dificil el rastreo de su movimiento sobre la escala de tiempo de un experimento

Ejemplo 3

[0113] El ejemplo 3 ilustra un ejemplo de realizacion de un método para producir nanoparticula polimérica de
acuerdo con los conceptos de la invencion general descritos aqui.

[0114] Se us6 poliestireno-co-polietilen glicol (PS-PEG) como un modelo para formar nanoparticulas que
comprenden poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) via autoensamblaje. Como se muestra en la FIG. 12, PS-PEG es
un compuesto anfifilico que se autoensambla para formar estructuras micelares en agua. El PLGA (hidr6fobo) entra
espontaneamente en el nacleo hidréfobo del modelo de micela, dando como resultado particulas de PLGA cuyos
tamanos son controlados primariamente por el modelo. Los tamafos pueden ser extremadamente pequefios
(facilmente 40 nm y potencialmente tan pequefios como varios nm con compuestos anfifilicos seleccionados). En
un método para formar particulas de PLGA con modelo de micela, se disuelven PS-PEG y PLGA en cloroformo, el
cual es entonces introducido en agua. Aplicando agitacién con vortex a la mezcla, da una emulsién agua en aceite.
A continuacion de la evaporacion de cloroformo, la emulsién es transformada en una solucion transparente de
nanoparticulas de PLGA con modelo de micela. En esencia, el proceso produce micelas “llenas”, esto es, micelas
que contienen un polimero dentro de su nucleo.

[0115] La FIG. 13 muestra imagenes TEM de particulas de PLGA producidas usando el proceso de
autoensamblaje. Como puede verse claramente, el tamafio de particula es ~ 40-50 nm, el cual es mucho mas
pequeio que 100 nm. Eligiendo diferentes moléculas que forman micela (es decir, compuestos anfifilicos), pudo
reducirse adicionalmente el tamafo de particula de particulas de PLGA.

[0116] La FIG. 14 muestra liberacion de agente activo (es decir, DEX, o dexametasona, un farmaco antiinflamatorio
e inmunosupresor) de particulas de PLGA hechas via autoensamblaje. La figura ilustra varios rasgos de las
particulas de PLGA. Primero, la liberaciéon es gradual. Segundo la rata de liberacién puede ser ajustada por la
cantidad de PLGA en el nucleo de la micela, sin la necesidad de ajustar el tamaro de particula. Esta es una ventaja
importante comparada con las particulas convencionales de PLGA o micelas convencionales (micelas sin polimeros
de PLGA en el nucleo central, hidréfobo), porque el cambio en el tamafo de particula conduce frecuentemente a la
acumulacién diferencial en el cuerpo.

Ejemplo 4

[0117] El ejemplo 4 ilustra un ejemplo de realizacion de un método de uso de una particula de nanomaterial
compuesto de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui.

[0118] Formaciéon bimodal de imagen de cancer, y terapia por una particula de nanomaterial compuesto. Se
coencapsulan en micelas puntos cuanticos (QDs), nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético (SPIONSs),
y farmacos hidréfobos contra el cancer (tales como paclitaxel). Se conjugan entonces las micelas con un ligando
que reconoce receptores especificos sobre las células con cancer. Se inyectan entonces las micelas conjugadas
resultantes dentro de la corriente sanguinea de un sujeto. Los ligandos sobre la superficie de las micelas enfocan
las particulas de nanomateriales compuestos hacia el tumor. Usando SPIONs en las particulas de nanomateriales
compuestos como agentes de contraste, un médico puede tomar imagenes de modo no invasivo y localizar el tumor
en tejidos profundos, con MRI. Ademas, la fluorescencia brillante y estable generada por los QDs (por ejemplo, por
una lampara UV portatil) en las particulas de nanomateriales compuestos puede guiar los esfuerzos de un cirujano
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para retirar el tumor durante la cirugia. Aunque la fluorescencia de los QDs no penetra en los tejidos profundos
como lo hacen las sefales de MRI, ofrece una via conveniente para que el cirujano visualice el tumor durante la
cirugia, dado que durante la cirugia el tumor no esta ya en tejidos profundos y la cirugia no puede ser ejecutada en
un escaner MRI. Después de la cirugia, los farmacos contra el cancer se liberan desde las particulas de
nanomateriales compuestos, para matar posibles células remanentes de tumor, para prevenir la reaparicién del
cancer.

Ejemplo 5

[0119] Ejemplo 5 ilustra un ejemplo de realizacion de un método de uso de una particula de nanomaterial
compuesto de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui.

[0120] Codificacion 6ptica multiplexada de biomoléculas por particulas sub-50 nm de nanomateriales compuestos.
Se coencapsulan puntos cuanticos (QDs) de diferentes longitudes de onda de emisién (es decir, diferentes colores)
dentro de las mismas micelas. La intensidad de fluorescencia de una longitud de onda particular de cada micela es
proporcional al nimero de QDs que estan encapsulados emitiendo fluorescencia a la longitud de onda particular.
Dado que la relacion del numero de QDs que emiten a diferentes longitudes de onda puede ser controlada, la
relacién puede ser usada como un mecanismo de "codificacién" para detectar o crear imagenes de mudltiples tipos
de biomoléculas, rapidamente. El tamafno de las particulas de nanomateriales compuestos da como resultado un
impedimento estérico mucho menor en la unién ligando-obijetivo.

Ejemplo 6

[0121] El ejemplo 6 ilustra un ejemplo de realizacion de un método de uso de una particula de nanomaterial
compuesto de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui.

[0122] Manipulacién de particulas individuales de nanomateriales compuestos para nanofabricacion. Se utilizan
particulas de nanomateriales compuestos que comprenden micelas anfifilicas que coencapsulan puntos cuanticos
(QDs) y nanoparticulas de o6xido de hierro superparamagnético (SPIONs) en conexiéon con un arreglo de
nanotransportador, para manipulacién de las particulas de nanomateriales compuestos. El arreglo
nanotransportador puede comprender microdiscos ferromagnéticos digitalizados o nanoalambre magnético con
patron de zigzag. Los muy elevados gradientes de campo en la periferia de cada disco o de cada vértice de zigzag
son suficientes para atrapar las particulas de nanomateriales compuestos. La sincronizacion y alteracién de los
campos magnéticos puede controlar el movimiento de las particulas de nanomateriales compuestos en el plano x-y,
asi como puede permitir que las particulas de nanomateriales compuestos se muevan de disco a disco, o de vértice
de zigzag a vértice de zigzag. Mientras las SPIONs permiten el control de localizacion por magnetismo, la
extraordinaria brillantez y fotoestabilidad de los QDs permite rastrear con precision la ubicacion de las particulas de
nanomateriales compuestos.

Ejemplo 7

[0123] El ejemplo 7 ilustra un ejemplo de realizacion de un método usando una particula de nanomaterial
compuesto de acuerdo con los conceptos de la invencién general descritos aqui.

[0124] Sensores de fuerza de nanoescala para estudios de biomecanica. Como sensor de fuerza de nanoescala se
usan particulas de nanomateriales compuestos que comprenden micelas que coencapsulan puntos cuanticos (QDs)
y nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético (SPIONs) para identificar el objeto biolégico que va a ser
estudiado. Se aplica entonces una fuerza externa bien definida, sobre el objeto bioldgico mediante un
micromanipulador magnético, y mediante la fluorescencia de los QDs se rastrea el cambio de ubicacién del objeto
bioldgico, debido a la fuerza.

23



10

15

20

25

30

35

40

ES 2731949 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método para producir particulas de nanomateriales compuestos, donde el método comprende:

suministro de un fluido de fase organica a una boquilla coaxial que comprende un tubo interior y un anillo exterior,
en el que el fluido de fase organica comprende un solvente organico, un compuesto anfifilico, y una pluralidad de
nanoparticulas hidréfobas;

generacion de un campo eléctrico en proximidad a la boquilla, tal que el fluido que sale de la boquilla forma un
chorro de cono que se dispersa dentro de una pluralidad de gotas;

recoleccién de la pluralidad de gotas en una solucién acuosa de recoleccion;

en el que las particulas de nanomateriales compuestos que comprenden una micela anfifilica encapsulan por lo
menos un autoensamble de nanoparticula hidréfoba, en la solucién acuosa de recoleccion;

en el que el método comprende ademas el suministro de un fluido de fase acuosa a la boquilla, en el que el fluido
de fase acuosa comprende un tensioactivo y en el que el tensioactivo es polivinil alcohol.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que:
el fluido de fase organica es suministrado al tubo interior de la boquilla a una rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr; y
el fluido de fase acuosa es suministrado al anillo exterior de la boquilla a una rata de flujo de 0.01 ml/hr a 10 ml/hr.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el campo eléctrico tiene una fuerza de campo eléctrico
dentro de un intervalo de 3 kV/cm a 35 kV/cm.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el solvente organico es seleccionado del grupo que
consiste en cloroformo, tetrahidrofurano, diclorometano, y combinaciones de ellos;

el compuesto anfifilico es seleccionado del grupo que consiste en poli(estireno-b-etilen glicol), poli(e-caprolactona-b-
etilen glicol), poli(etilen glicol-b-distearoil fosfatidiletanolamina), un compuesto anfifilico de péptido, y combinaciones
de ellos; y

la pluralidad de nanoparticulas hidréfobas es seleccionado del grupo que consiste en nanoparticulas
semiconductoras, nanoparticulas metdlicas, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas carbonaceas, y
combinaciones de ellos.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que las particulas de nanomateriales
compuestos tienen un diametro en un intervalo de 5 nm a 1000 nm.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que particulas de nanomateriales
compuestos comprenden por lo menos un primer punto cuantico que tiene una longitud de onda de primera emision
y por lo menos un segundo punto cuantico que tiene una longitud de onda de segunda emisién que es diferente de
la longitud de onda de primera emision, y las particulas de nanomateriales compuestos tienen un diametro en un
intervalo de 5 nm a 1000 nm.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que las particulas de nanomateriales
compuestos comprenden por lo menos un punto cuantico y por lo menos una nanoparticula magnética, y las
particulas de nanomateriales compuestos tienen un diametro en un intervalo de 5 nm a 1000 nm.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que las particulas de nanomateriales compuestos
comprenden ademas un grupo funcional, en el que el grupo funcional es seleccionado del grupo que consiste en un
péptido, un polipéptido, una proteina, un anticuerpo, ADN, ARN, y combinaciones de ellos.

9. Una particula de nanomaterial compuesto que comprende:
una micela que comprende un compuesto anfifilico, un ndcleo hidréfobo y polivinil alcohol;

por lo menos un primer punto cuantico hidréfobo encapsulado en el nicleo hidréfobo de la micela, el primer punto
cuantico que tiene una longitud de onda de primera emision;

por lo menos un segundo punto cuantico hidréfobo encapsulado en el ndcleo hidréfobo de la micela, el segundo
punto cuantico que tiene una longitud de onda de segunda emisién que es diferente de la longitud de onda de
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primera emisién; y

la particula de nanomaterial compuesto que tiene un diametro en un intervalo de 5 nm a 1000 nm.

10. La particula de nanomaterial compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9 que comprende ademas por lo
menos una nanoparticula adicional encapsulada en la micela, en el que la nanoparticula adicional es seleccionada

del grupo que consiste en nanoparticulas metalicas, nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas carbonaceas, y
combinaciones de ellos.

11. La particula de nanomaterial compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, en el que la
longitud de onda de primera emision esta entre 490 nm a 560 nm y la longitud de onda de segunda emision esta
entre 590 nm a 700 nm.
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