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DESCRIPCION

Recubrimientos a nanoescala para la encapsulacién de entidades bioldgicas

Campo técnico

Este documento de patente se refiere a materiales a nanoescala y nanotecnologias.
Antecedentes

La nanotecnologia proporciona técnicas o procedimientos para fabricar estructuras, dispositivos y sistemas con
elementos a una escala molecular o atémica, por ejemplo, estructuras en un intervalo de uno a cientos de
nanometros en algunas aplicaciones. Por ejemplo, los dispositivos a nanoescala pueden configurarse en tamafos
similares a algunas moléculas grandes, por ejemplo, biomoléculas tales como enzimas. Los materiales de tamafo
nanomeétrico usados para crear una nanoestructura, un nanodispositivo o un nanosistema pueden exhibir diversas
propiedades Unicas, por ejemplo, incluidas propiedades 6pticas, que no estan presentes en los mismos materiales a
mayores dimensiones y dichas propiedades Unicas pueden explotarse para una amplia gama de aplicaciones.

A lo largo del documento W0O2005057163 se divulga un procedimiento para fabricar nanoparticulas huecas, que
comprende a) proporcionar una cantidad de un polielectrolito que tiene una carga, b) proporcionar una cantidad de
un contraiéon que tiene una valencia de al menos 2, c) combinar el polielectrolito y el contraién en una solucién de
manera que el polielectrolito se autoensambla para formar agregados esféricos, y d) afiadir nanoparticulas a la
solucidon de manera que las nanoparticulas se disponen alrededor de los agregados esféricos.

Sumario

Se describen técnicas, sistemas, dispositivos y materiales para encapsular entidades biologicas con la preservacion
de su actividad bioldgica.

En un aspecto, un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para producir un dispositivo de suministro de
carga Util bioactiva incluye formar una estructura intermedia mediante la unién de un material polimérico con una
sustancia biolégica en base a una fuerza electrostatica, en la que la estructura intermedia formada incluye una
pluralidad de regiones que presentan una carga superficial neta, y formar una estructura de recubrimiento de un
material biocompatible directamente sobre la estructura intermedia formada para encerrar la sustancia biolégica, en
la cual la estructura de recubrimiento preserva la actividad biolégica de la sustancia bioldégica encerrada en la
misma, lo que produce de esta manera un dispositivo de suministro de carga util bioactiva.

En otro aspecto, un dispositivo de suministro de carga util bioactiva de acuerdo con la reivindicaciéon 11 incluye una
estructura del material interior que incluye un material polimérico y una sustancia bioldgica que estan unidos entre si
a través de una interaccion electrostética, en la que la estructura del material interior incluye una pluralidad de
regiones que presentan un carga superficial neta, y una nanoestructura exterior formada de un material
biocompatible para encapsular el material estructurado interior, lo que preserva por lo tanto la actividad bioldgica de
la sustancia bioldgica encapsulada.

En otro aspecto, un procedimiento para encapsular una sustancia biolégica incluye formar un material biocompatible
en una estructura bioldgica para formar una estructura de recubrimiento que encierra la estructura biolégica, donde
la estructura de recubrimiento tiene un tamafo en el intervalo de nandmetros, en la que la estructura biologica
preserva la actividad biolodgica dentro de la estructura de recubrimiento. En algunas implementaciones del
procedimiento, la estructura bioldgica incluye un virus y el material biocompatible incluye silice.

El objeto de la patente descrito en este documento de patente puede implementarse de maneras especificas que
proporcionan una o mas de las siguientes caracteristicas. Los procedimientos divulgados pueden implementarse
para encapsular entidades bioldgicas u otras sustancias dentro de una matriz sintética, por ejemplo, tal como silice
en un formato de nanoparticulas, donde las bioentidades encapsuladas no tienen ninguna pérdida o con una pérdida
minima de su actividad. La matriz nanoestructurada sintetizada (por ejemplo, la carcasa de nanoparticulas de silice)
proporciona la capacidad de dirigir la liberacion de los productos bioldgicos, por ejemplo, a través de un mecanismo
activado externamente y/o la incorporacion de restos de direccionamiento a la matriz nanoestructurada sintetizada.
En algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir cambiar eficazmente la carga superficial en la entidad
bioldgica a través de una reaccion cruzada con un polimero catiénico como la poli-L-lisina. El procedimiento puede
incluir una reaccion de condensacion sol-gel de silice mediada por carga directamente sobre la superficie de las
entidades bioldgicas, por ejemplo, mediante la formacién de un recubrimiento de matriz de silice envolvente
alrededor de los productos biologicos lo que da lugar a una nanoparticula. En algunas implementaciones, por
ejemplo, un agente sensibilizante tal como emulsiones de fluorocarbono puede usarse como centros de cavitacion
activados por ultrasonido y encapsularse conjuntamente con las entidades bioldgicas, por ejemplo, unido a la
entidad biolégica antes de la reaccion de condensacion sol-gel de silice ejemplar para permitir que se incorpore un
mecanismo de liberacién activado externamente en la nanoparticula. Por ejemplo, una vez que se forma la

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805802 T3

nanoparticula, pueden realizarse modificaciones superficiales adicionales a la nanoparticula mediante el uso de
diversos productos quimicos, lo que incluye la quimica del silano para afiadir una variedad de caracteristicas
funcionales a la nanoparticula, lo que incluye, pero no se limita a, polietilenglicol (PEG) para la evasion de la
respuesta inmunitaria, restos de direccionamiento para el suministro o liberacion especificos, restos de monitoreo
ambiental (por ejemplo, redox, hipdxicos, acidos, etcétera) para liberacion dirigida. Dado que la matriz
nanoestructurada sintética ejemplar evita que las entidades bioldgicas encapsuladas se expongan directamente a
las condiciones del suero y el tejido antes de liberarse, las entidades bioldgicas encapsuladas estan protegidas de
las condiciones degradantes presentes en el suero, por ejemplo, lo que permite una vida media de actividad in vivo
mejorada. Ademas, por ejemplo, la capacidad de activar selectivamente la liberacion de los productos bioldgicos da
como resultado una toxicidad sistémica mas baja que da lugar a un régimen de terapia mejor tolerado.

Por ejemplo, la nanoestructura de recubrimiento biocompatible divulgada puede funcionalizarse faciimente y
utilizarse para encapsular entidades bioldgicas tales como virus (por ejemplo, adenovirus). Las implementaciones
ejemplares mediante el uso del andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM) para caracterizar
nanoestructuras de recubrimiento ejemplares muestran particulas discretas monodispersas con elementos a
nanoescala. Las implementaciones ejemplares mostraron, ademas, que los virus recubiertos de nanoestructura
ejemplares conservaron la capacidad de transduccién y se protegieron de la proteinasa k y los anticuerpos
neutralizantes. Adicionalmente, por ejemplo, las implementaciones de la tecnologia divulgada mostraron la
capacidad de eliminar la captacion del virus recubierto ejemplar al funcionalizar el recubrimiento ejemplar con
polietilenglicol (PEG). Por ejemplo, la conjugacién posterior de cRGD al recubrimiento ejemplar rescato la capacidad
de transduccién de los virus. El recubrimiento ejemplar es robusto y el virus recubierto puede almacenarse a -80 °C
sin pérdida de actividad. Las aplicaciones de la tecnologia divulgadas pueden incluir, pero no se limitan a,
biotecnologia y biomedicina, por ejemplo, tal como en el tratamiento y monitoreo de numerosas enfermedades, lo
que incluye cancer, diabetes, entre otras. Por ejemplo, la tecnologia divulgada puede usarse como un enfoque
terapéutico para la traduccién clinica con el objetivo de ampliar el uso de virus oncoliticos a mas aplicaciones
terapéuticas contra el cancer y mejorar las tasas de respuesta clinica de los virus oncoliticos. Ademas, la plataforma
de nanorrecubrimiento divulgada puede permitir enfoques basados en terapia génica adicionales dirigidos al
metabolismo del cancer y otras enfermedades con base genética.

Esas y otras caracteristicas se describen con mayor detalle en los dibujos, la descripcion y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra un diagrama ilustrativo del procedimiento ejemplar para un procedimiento de encapsulacion
dirigido por plantilla a nanoescala de entidades biolégicas que preserva la actividad bioldgica.

La Figura 1B muestra una imagen de microscopia electronica de barrido (SEM) de un recubrimiento de
nanoestructura de silice ejemplar de un virus.

Las Figuras 2A-2C muestran graficos de datos e imagenes de implementaciones ejemplares mediante el uso del
recubrimiento de nanoestructura de silice ejemplar para encapsular virus.

La Figura 3 muestra un diagrama de procedimiento de un procedimiento ejemplar para la encapsulacion conjunta de
entidades bioldgicas con restos de direccionamiento en la carcasa de la nhanoestructura.

La Figura 4 muestra graficos de datos de un ensayo de neutralizaciéon ejemplar en presencia de anticuerpos.

La Figura 5 muestra un grafico de datos de implementaciones ejemplares para el redireccionamiento de la entidad
bioldgica recubierta de silice ejemplar.

La Figura 6 muestra graficos de datos que representan la liberaciéon activada por ultrasonido de adenovirus desde
los recubrimientos nanoestructurados ejemplares.

Descripcidén detallada

La terapia viral oncolitica es una terapia contra el cdncer que usa virus para replicarse selectivamente en células
tumorales y destruirlas. En las ultimas dos décadas, se ha logrado un progreso significativo en el desarrollo
preclinico y clinico de la terapia con base viral como una plataforma para el tratamiento del cancer. Si bien desde
entonces se ha progresado mucho en la comprensién de los ciclos vitales y la biologia virales, sus caracteristicas de
suministro y aclaramiento permanecen como un obstaculo importante para una terapia eficaz. Por ejemplo, algunos
pacientes montan una respuesta inmunitaria a la terapia viral, por ejemplo, lo que puede provocar y aumentar los
efectos secundarios en el tratamiento del paciente, y en general, limita la eficacia clinica de este enfoque
terapéutico. Los procedimientos actuales para abordar los desafios de las técnicas de terapia viral, tales como la
respuesta inmunitaria, se enfocan en la modificacion directa del virus o la encapsulaciéon. Ademas, las condiciones
severas de reaccion quimica durante el tratamiento también afectan la viabilidad de la terapia viral. Por ejemplo, la
eficacia de la terapia viral depende, ademas, de la afinidad natural de los vectores virales por las células objetivo
(por ejemplo, tropismo de la célula huésped). Se cree que la capacidad de suministrar eficazmente virus terapéuticos
de forma sistémica necesita tecnologia para abordar estos desafios y de esta manera, expandir la eficacia de la
plataforma viral oncolitica a pacientes con enfermedad diseminada.

Se describen técnicas, sistemas, dispositivos y materiales para encapsular entidades bioldgicas mediante el uso de
disefios de materiales a nanoescala y la funcionalizacion especializada. Las implementaciones de la tecnologia
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divulgada incluyen nanorrecubrimientos biocompatibles que preservan la bioactividad de una carga util viral y
protegen la carga util viral del reconocimiento inmunitario y la neutralizacion durante el tratamiento con terapia viral,
con direccionamiento especifico, circulacién mejorada y capacidades terandsticas.

En algunos aspectos, la tecnologia divulgada incluye un procedimiento de fabricacion de plantillas a nanoescala
para encapsular una entidad biolégica (por ejemplo, tal como un virus) en una carcasa nanoestructurado (por
ejemplo, tal como una estructura de recubrimiento de nanoparticulas). Ademas de encapsular la entidad biolégica, la
carcasa nanoestructurada también tiene la capacidad de dirigir la liberacién de la entidad bioldgica a través de un
activador externo y/o la incorporacion de restos de direccionamiento en la carcasa de la nanoestructura. Por
ejemplo, la tecnologia divulgada puede aplicarse en una variedad de campos en biomedicina y biotecnologia, por
ejemplo, lo que incluye las terapias virales.

En algunas implementaciones, un vector viral puede encapsularse en un recubrimiento de nanoparticulas a base de
silice estructurado para proporcionar un mecanismo de liberacién controlada para dirigir la liberacion de la carga util
del virus, in vitro e in vivo, mediante el uso de un activador externo y/o restos objetivo incorporados. En algunos
ejemplos, puede aplicarse una sefal acustica externa al recubrimiento nanoestructurado ejemplar que contiene el
vector viral para provocar la liberacion del vector viral en un sitio objetivo dentro de un organismo, por ejemplo, tal
como en un tumor dentro de un animal.

Se describen implementaciones ejemplares mediante el uso de adenovirus encapsulados mediante las estructuras
ejemplares de nanorrecubrimiento de silice, por ejemplo, que confieren protecciéon contra la proteinasa K. Por
ejemplo, los resultados de las implementaciones ejemplares como se muestran en la presente memoria demostraron
la activacién mediante el uso de ultrasonido de la transfeccion viral en una linea celular pancredtica humana. En
otras implementaciones, por ejemplo, el enfoque de encapsulacion divulgado puede adoptarse para materiales
distintos de silice, por ejemplo, lo que incluye, pero no se limita a, 6xido de titanio y fosfato de calcio.

En algunas implementaciones, por ejemplo, el recubrimiento ejemplar de nanoparticulas a base de silice puede
formarse mediante la condensacion directa de una matriz de silice desmontable en la superficie de las entidades
bioldgicas para formar la nanoparticula a la vez que se preserva la actividad bioldgica. Mediante el uso de las
técnicas de fabricacion divulgadas, por ejemplo, la matriz de silice ejemplar puede formarse directamente en la
superficie de las entidades biologicas en condiciones de reaccion biolégicamente compatibles. Esto permite una
mayor eficiencia de encapsulacion sin la consiguiente pérdida de actividad de las entidades biologicas. Esto
proporciona, ademas, un control fino sobre el tamafio de particula, lo que da nanoparticulas con caracteristicas de
tamafo bien definidas. Por ejemplo, puede usarse silice para formar el recubrimiento de nanoestructura, por
ejemplo, particularmente en aplicaciones biologicas debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad.
Adicionalmente, por ejemplo, la tecnologia divulgada puede incluir un agente sensibilizante dentro de la estructura
sintetizada para permitir la liberacion activada externamente de las entidades bioldgicas encapsuladas, asi como
también procedimientos ejemplares para la funcionalizaciéon de la nanoparticula para caracteristicas ejemplares
como tiempo de circulacion y direccionamiento mejorados que se benefician de la facil funcionalizacién de la
superficie de silice.

En algunos aspectos, la tecnologia divulgada incluye un procedimiento de encapsulacion de entidades bioldgicas y
sustancias bioldgicas dentro de una matriz sintética, por ejemplo, tal como silice en un formato de nanoparticulas,
sin ninguna pérdida o con una pérdida minima de actividad de las entidades o sustancias bioldgicas. Por ejemplo, la
carcasa de matriz sintética producida (por ejemplo, nanoparticula) que encapsula las entidades o sustancias
bioldgicas puede configurarse para que tenga la capacidad de liberar selectivamente las entidades o sustancias
bioldgicas a través de un mecanismo activado externamente y/o la incorporacion de restos de direccionamiento a la
carcasa de la matriz sintética. Por ejemplo, el procedimiento ejemplar puede incluir un procedimiento para moldear
silice sobre entidades bioldgicas, por ejemplo, virus, a la vez que se preserva la actividad biologica/compatible con la
vida. En algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir un procedimiento para cambiar la carga
superficial en las entidades bioldgicas, por ejemplo, a través de la reaccion cruzada con un sustrato policationico
(por ejemplo, tal como la poli-I-lisina) a una superficie cargada positivamente compatible con el procedimiento de
policondensacion de silice. En algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir un procedimiento para
implementar una reaccion de condensacion sol-gel de silice mediada por carga directamente sobre la superficie de
las entidades o sustancias biolégicas lo que forma un recubrimiento de matriz de silice envolvente alrededor de las
entidades biolégicas o sustancias lo que da lugar a una nanoparticula. Por ejemplo, puede incluirse un agente
sensibilizante tal como emulsiones de fluorocarbono como centros de cavitacion activados por ultrasonido antes de
la reaccion de condensacion sol-gel de silice para permitir que se incorpore un mecanismo de liberaciéon activado
externamente en la particula. En algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir un procedimiento para
encapsular un farmaco o un agente terapéutico con la entidad biolégica. En algunas implementaciones, el
procedimiento puede incluir un procedimiento para incluir 6xido de hierro u otros materiales (de una naturaleza de
nanoparticula) en el recubrimiento de silice producido, por ejemplo, para la obtencion de imagenes. Una vez que se
forma la nanoparticula, por ejemplo, el procedimiento puede incluir la implementacion de modificaciones adicionales
de la superficie a la nanoparticula mediante el uso de diversas quimicas, por ejemplo, incluida la quimica del silano
para afadir una variedad de caracteristicas funcionales a la nanoparticula, por ejemplo, tal como PEG para la
evasion inmunitaria, restos de direccionamiento para el suministro o liberacidon especificos, restos de monitoreo
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ambiental (por ejemplo, redox, hipdxicos, acidos, etcétera) para liberacion dirigida, entre otros. Por ejemplo, dado
que los productos biolégicos no se exponen directamente a las condiciones del suero y del tejido antes de ser
liberados, los productos biolégicos encapsulados se protegen de las condiciones degradantes presentes en el suero,
lo que permite una vida media de actividad in vivo mejorada. Por ejemplo, la capacidad de activar selectivamente la
liberacién de los productos biolégicos da como resultado una toxicidad sistémica mas baja lo que da lugar a un
régimen de terapia mejor tolerado. En algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir la estabilizacion de
la entidad biolégica encapsulada que permite una estabilidad térmica mejorada de -80 °C a -37 °C. Por ejemplo,
puede realizarse la liofilizacién o el secado por punto critico de la nanoparticula a la vez que se preserva la actividad
bioldgica de la entidad encapsulada.

La Figura 1A muestra un diagrama ilustrativo del procedimiento ejemplar para un procedimiento de encapsulacion
dirigido por una plantilla a nanoescala de entidades biolégicas que preserva la actividad bioldgica de las entidades
biolégicas encapsuladas. El procedimiento incluye un procedimiento para formar una estructura de biomaterial
intermedia 105 mediante la unién de un material cargado superficialmente 101 con una entidad o sustancia biolégica
102 de manera que la estructura de biomaterial intermedia formada 105 presenta regiones que tienen una carga
superficial neta, por ejemplo, que puede modificarse a partir de la entidad bioldgica o sustancia 102. Por ejemplo,
como se ilustra en el diagrama de la Figura 1A, un virus cargado negativamente (por ejemplo, adenovirus) se hace
reaccionar con un polimero catiénico, poli-L-lisina (PLL), para modificar la carga superficial en el adenovirus, por
ejemplo, en el que el PLL se une a la superficie del adenovirus mediante una fuerza electrostatica. El procedimiento
incluye un procedimiento para formar una nanoestructura con una entidad biolégica encapsulada 110 mediante la
formacioén de un recubrimiento de nanoestructura 109 para encerrar la estructura de biomaterial intermedia 105, en
la que la bioentidad o sustancia encapsulada 102 mantiene su funcionalidad de bioactividad. Por ejemplo, como se
muestra en la Figura 1A, la estructura de material viral cargada positivamente ejemplar atrae precursores de silice
cargados negativamente e iones hidroxilo lo que crea un ambiente basico adecuado para una reaccion de
policondensacion de silice para formar el recubrimiento de nanoestructura (por ejemplo, nanoparticulas a base de
silice) que encapsula la carga util viral. La Figura 1B muestra una imagen de SEM de un nanorrecubrimiento de
silice ejemplar de dichos virus (por ejemplo, denominada como una plataforma siVirus).

Por ejemplo, la quimica del silano es tipicamente compatible con las condiciones fisiologicas. Los procedimientos
divulgados pueden manipular la quimica del silano para lograr el recubrimiento de virus en nanoparticulas de silice
sin ninguna pérdida consiguiente de actividad biolégica de los virus, como se muestra mas adelante en las Figuras
2A-2C. Los procedimientos tradicionales de sintesis de sol gel usan pH alcalino, catalisis acida o adiciéon de sales.
La gelificacion posterior se produce en masa en la fase liquida con procesamiento aguas abajo y el envejecimiento
del gel para formar composiciones de silice. Mediante el uso de los procedimientos de fabricacion divulgados, la
reaccion de sol-gel se produce a pH neutro y se convierte en dirigida por plantilla donde la matriz de nanomaterial
(por ejemplo, la matriz de silice ejemplar) se forma directamente en la superficie de la entidad bioldgica a encapsular
en condiciones de reaccion biolégicamente compatibles.

En algunas implementaciones, por ejemplo, se usa una plantilla cargada como punto de partida inicial de la reaccion.
En dependencia de la carga superficial inicial de la plantilla, la plantilla se vuelve a funcionalizar para portar una
carga positiva neta o parcial a través de la interaccion electrostatica con un polimero policatidonico como la poli-L-
lisina, por ejemplo, lo que forma de esta manera una estructura de material bioplantilla. Después, se afiade acido
silicico a la mezcla de reaccion en una concentracion donde la nucleacion de gelificacion en masa de silice a partir
de sol se produce lentamente. Se produce la absorcion de acido silicico a la superficie de la plantilla. Cuando la
concentracion local de iones de acido silicico en la superficie de la plantilla supera el umbral para la nucleacion de
gel de silice, se produce una policondensacion autolimitante en la superficie de la plantilla que encierra la plantilla en
una matriz de gel de silice. Por ejemplo, la plantilla inicial puede acompanarse de restos funcionales adicionales
para la encapsulacion conjunta. La reaccion se produce en condiciones fisiolégicas y permite una mayor eficiencia
de encapsulacion sin la consiguiente pérdida de actividad de los productos bioldgicos. Esto proporciona, ademas, un
control fino sobre el tamafio de particula, lo que da nanoparticulas con caracteristicas de tamario bien definidas.
Adicionalmente, por ejemplo, el recubrimiento de silice puede aceptar faciimente funcionalizaciones secundarias
para lograr una amplia gama de propiedades del material.

El procedimiento ejemplar puede incluir un procedimiento de fabricacion de productos quimicos en humedo
mediante el uso de la quimica sol-gel de silice que usa una solucién coloidal (sol) como un precursor para una red
integrada (gel) de particulas discretas o una red de silice amorfa, por ejemplo, tales como:

Si(OCHj3)4 + 2H20 — SiO2 + 4 CH30H.

Los ejemplos de restos funcionales posibles para funciones adicionales incluyen, pero no se limitan a,
nanoemulsiones para activacién por ultrasonido, farmacos de quimioterapia como doxorrubicina, farmacos
terapéuticos estandar como estatinas, compuestos terapéuticos como inhibidores de moléculas pequefas, vectores
de ADN, vectores de ARN para ARNhc y ARNi, microARN y agentes de contraste para MRI como el gadolinio y
colorantes para contraste radioldgico.
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Los ejemplos de funcionalizaciones secundarias incluyen, pero no se limitan a, PEG, PEG sensible al pH,
aficuerpos, anticuerpos, IgG, IgM, ligandos de direccionamiento como VEGF-C, cRGD Yy folato, ADN y aptameros,
proteinas, lipoproteinas, apolipoproteinas, glicoproteinas, glicanos, carbohidratos, sacaridos y oligosacaridos,
polimeros y oligémeros, y lipidos.

La tecnologia de nanoencapsulacion dirigida por plantilla divulgada preserva la actividad bioldgica de proteinas,
enzimas, vectores de ADN, virus, bacterias y otros agentes bioldgicos sensibles que de otra manera no podrian
mantener la actividad bioldgica in vivo para proporcionar un grado de proteccién al agente encapsulado. En algunas
implementaciones, la tecnologia actual incluye un procedimiento de policondensacion de silice dirigido por plantilla
para producir particulas bien definidas con caracteristicas de tamafio controlables en el régimen de nanoescala. Por
ejemplo, el procedimiento de policondensacion de silice dirigido por plantilla incluye crear la plantilla de silice
directamente en el agente a encapsular, lo que puede permitir la encapsulacién de una amplia gama de agentes sin
restricciones de tamafio con muy altas eficiencias. Las estructuras de nanomateriales divulgadas pueden producirse
y utilizarse como (1) un recubrimiento biocompatible que permite la evasion del sistema inmunitario y la proteccion
contra la degradacion; y (2) un andamio para incorporar restos funcionales adicionales, por ejemplo, para redirigir el
virus, disminuir la afinidad bioquimica para inhibir la adhesién y la captacién (por ejemplo, PEGilacién, carga,
zwitteridnico), aumentar la afinidad bioquimica con ligandos de direccionamiento (por ejemplo, AcM), o permitir la
activacion por ultrasonido (por ejemplo, nanoparticulas de perfluorocarbono, sitio de nucleacién de cavitacion).

En algunas implementaciones ejemplares de la tecnologia divulgada, los virus se encapsularon en estructuras con
nanorrecubrimiento de silice.

Los virus son sistemas altamente evolucionados con transferencia génica y mecanismos liticos que pueden usarse
para aplicaciones medicinales. Sin embargo, puede haber algunos aspectos técnicos que deben abordarse en
dichas aplicaciones. Por ejemplo, el sistema inmunitario puede ser una barrera para estos enfoques, a través de su
capacidad para reconocer estos virus, neutralizarlos y/o acelerar su aclaramiento y degradacion. Ademas, por
ejemplo, el tropismo por células huésped especifica de los virus limita su aplicaciéon a poblaciones de células
especificas. En este contexto de un virus y otros patdgenos que afectan a un tropismo por huésped o al tropismo
celular, el tropismo se refiere a la manera en que diferentes virus/patégenos han evolucionado para dirigirse
preferentemente a especies especificas de huésped o tipos de células dentro de una especie.

Mediante el uso de los virus oncoliticos como un ejemplo, los virus oncoliticos pueden replicarse selectivamente eny
destruir las células tumorales, y en las ultimas dos décadas se ha logrado un progreso significativo en el desarrollo
preclinico y clinico de la terapia con base viral como una plataforma para el tratamiento del cancer. Por ejemplo, el
uso de Onyx-015 demostrd la seguridad de este enfoque, y se observaron respuestas significativas entre los
pacientes tratados con inyecciones intralesionales y el suministro vascular regional. Sin embargo, la induccién de
altos titulos de anticuerpos neutralizantes, asi como también altos niveles de citocinas antivirales, se demostré entre
los pacientes con cancer tratados con Onyx-015, lo que limita la eficacia de este enfoque mediante el suministro
sistémico. A pesar de estas limitaciones, se persiguen enfoques intratumorales y regionales en grandes estudios
multinacionales con evidencia creciente de éxito en melanoma y carcinoma hepatocelular. Si bien se ha progresado
mucho en la comprensién de los ciclos vitales y la biologia virales, sus caracteristicas de liberacion y aclaramiento
permanecen como un obstaculo importante para una terapia eficaz. El cuerpo humano es extremadamente eficaz en
el aclaramiento de la mayoria de los patégenos de la circulacion. Si bien puede tolerar una dosis inicial de virus para
la terapia, las dosis de seguimiento se eliminan rapidamente con poco beneficio terapéutico. Adicionalmente, el
aspecto del tropismo de la célula huésped limita la utilidad de los virus solo a las células con las que tienen afinidad.
Abordar los aspectos de la activacion inmunitaria y el tropismo de la célula huésped seria clave para avanzar en la
terapia viral. Las implementaciones de la tecnologia divulgada proporcionan la capacidad de suministrar eficazmente
virus terapéuticos de manera sistémica y expandir la eficacia de una plataforma viral oncolitica a pacientes con
enfermedad diseminada.

El problema de la activacion inmunitaria después de la terapia viral ha sido dificil de superar. Por ejemplo, se ha
demostrado en modelos animales que la exposicion previa a un virus dado limita el resultado terapéutico en ratones.
Los ensayos clinicos de terapia viral en humanos han observado la inducciéon de altos titulos de anticuerpos
neutralizantes y niveles elevados de citocinas, lo que limitaria las posibilidades para su uso in vivo. Por ejemplo, los
virus actualmente en ensayos clinicos son derivados de patégenos humanos comunes a los que los humanos se
exponen regularmente. La exposicion previa a estos virus complica la interpretacion del resultado clinico y niega la
posibilidad de repetir la terapia para eliminar la enfermedad residual. Una preocupaciéon secundaria que surge a
partir de la activacion inmunitaria es el corto tiempo de persistencia en sangre y la biodisponibilidad de los virus
terapéuticos. La velocidad a la que los virus se eliminan del sistema inmunitario impide el suministro sistémico
general de virus terapéuticos. La mayoria de los enfoques convencionales (por ejemplo, en ensayos clinicos) se
enfocan en el suministro intratumoral, intralesional o intraarterial de virus para la terapia regional. La incapacidad
para lograr un suministro sistémico impide la capacidad de tratar adecuadamente las enfermedades diseminadas y
sistémicas. Las limitaciones en la dosificacion repetida y la ausencia de una verdadera opcién de terapia sistémica a
partir de la activacién inmunitaria es un primer obstaculo primordial que debe cruzarse para una mayor comprension
clinica de la terapia viral.
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El problema del tropismo por la célula huésped es particularmente problemético porque involucra tres areas de
terapia, por ejemplo, los objetivos terapéuticos que pueden tratarse, la expresion variable del receptor entre
pacientes y las toxicidades fuera de objetivo. Asi como el virus de la gripe que infecta normalmente los tejidos
pulmonares tendria dificultades para afianzarse en la prostata o el pancreas, los individuos dentro de una poblacion
dada tienen diferentes susceptibilidades a sistemas virales diferentes. Los receptores que usan los virus para
ingresar a una célula tienen niveles de expresion muy variables en las células cancerosas, lo que puede conducir a
toxicidades fuera de objetivo en tejidos con altos niveles de expresion de estos receptores (las toxicidades
esplénicas y del higado a menudo estan implicadas).

La tecnologia divulgada aborda el aspecto de la activacion inmunitaria y es capaz de redirigir los virus a marcadores
celulares que se sobreexpresan en condiciones de enfermedad y expandir la eficacia de la plataforma viral. Por otra
parte, la tecnologia divulgada abre el uso de virus a mas aplicaciones terapéuticas para mejorar las tasas de
respuesta clinica. Ademas, la plataforma siVirus divulgada permite enfoques basados en terapia génica adicionales
dirigidos al metabolismo del cancer y otras enfermedades con base genética.

Cambiar la superficie de interaccion que un virus presenta al cuerpo impacta el tipo de respuesta que provoca a
partir de procedimientos aguas abajo, tales como las respuestas del sistema inmunitario y la captacion celular. En
algunas realizaciones de la tecnologia de nanorrecubrimiento divulgada, se usa silice, ya que se presta bien como
un material de recubrimiento para virus debido a su biocompatibilidad favorable, caracteristicas de degradacién y
quimica de silano flexible que permite una modificacién simple del recubrimiento de silice. Las implementaciones
ejemplares mediante el uso de las estructuras de nanorrecubrimiento de silice ejemplares indican que el
recubrimiento de adenovirus con silice mejoré su capacidad de transduccion donde la capa de silice se degrada
rapidamente en condiciones endosémicas. Los virus recubiertos de silice estan protegidos, ademas, contra
anticuerpos neutralizantes y la proteinasa K.

La tecnologia divulgada puede usarse para cambiar la superficie de interaccion que un virus presenta al cuerpo e
impacta el tipo de respuesta que provoca a partir de procedimientos aguas abajo, como las respuestas del sistema
inmunitario y la captacion celular. En implementaciones ejemplares realizadas y descritas en la presente memoria,
se demuestra la capacidad de incorporar PEG y componentes peptidicos para eliminar la captacion celular y lograr
la captacion mediada por receptores, respectivamente. Por ejemplo, el recubrimiento de silice ejemplar es robusto y
el virus recubierto puede almacenarse a -80 °C sin pérdida de la actividad.

La Figura 2A muestra un grafico de datos que representa la eficiencia de transduccion de una carga util de
bioagente Adenovirus-RFP ejemplar después de recubrirse con una nanoestructura de silice ejemplar. La intensidad
de fluorescencia de RFP se midi6 dos dias después de la transduccion con configuraciones normalizadas al nivel
MOI 500. Los adenovirus recubiertos de silice ejemplares mantuvieron la actividad de transduccién y se protegieron
de la digestion por la proteinasa K. Un recubrimiento secundario ejemplar de PEG sobre la particula de silice fue
suficiente para eliminar la transduccion.

La Figura 2B muestra un grafico de datos que representa el analisis FACS (por ejemplo, clasificacién de células
activadas por fluorescencia, mediante el uso de citometria de flujo) de células transducidas con adenovirus-RFP libre
o adenovirus-RFP recubierto de silice. Las células se infectaron con Ad-RFP y después se cosecharon y analizaron
en FACS dos dias después de la transduccion. Tanto el Ad-RFP libre como el recubierto de silice mostraron una
respuesta a la dosis amplia en la poblacion con aumento del titulo viral.

La Figura 2C muestra una imagen de datos que muestra la actividad in vivo de adenovirus recubiertos de silice
ejemplares. Un raton C57/B16 nu/nu ejemplar, portador de tumores HT1080 bilaterales, recibid dos inyecciones
intratumorales (IT) de 5x10” pfu de adenovirus que codifica luciferasa de luciérnaga libre que codifica (Ad-Luc) al
tumor derecho y dos dosis IT de 5x107 pfu de Ad-Luc recubierto de silice al tumor izquierdo. La expresion de
luciferasa se analizé después de 4 dias después de la inyeccion al dar 50 pl de d-luciferina 0,2 mg/ml V.

La tecnologia divulgada también es capaz de encapsular conjuntamente diversos restos que confieren funcionalidad
adicional con nuestros virus. Por ejemplo, puede incluirse una nanoemulsién de perfluorocarbono para permitir la
liberacién del virus activada por ultrasonido. En una de dichas implementaciones ejemplares del procedimiento para
encapsular conjuntamente un resto ejemplar, una emulsiéon de fluorocarbono se estabiliza mediante un tensioactivo
cargado negativamente. La emulsion se hace reaccionar con un polimero catidnico, por ejemplo, tal como poli-L-
lisina (PLL), seguido de la adsorcion de virus cargados negativamente. Finalmente, la reaccién de policondensacién
de silice se realiza en la superficie, lo que encapsula la emulsién junto con el virus en silice.

La Figura 3 muestra un diagrama de procedimiento de un procedimiento ejemplar para la encapsulacion conjunta de
una o mas entidades biolégicas con restos de direccionamiento en la carcasa de la nanoestructura, en el que la
carcasa de la nanoestructura preserva la actividad biolégica de las entidades bioldgicas encapsuladas a la vez que
proporciona un mecanismo de liberacion de direccionamiento. El procedimiento incluye un procedimiento para unir
un material cargado superficialmente 301 con una sustancia o resto de direccionamiento 302 para formar un
complejo del material 303 que presenta carga superficial. Por ejemplo, una nanoemulsion (NE) cargada
negativamente puede hacerse reaccionar con un polimero catiénico, por ejemplo, poli-L-lisina (PLL), para formar una
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sustancia material que tiene regiones cargadas positivamente en la sustancia que contiene la PLL y la NE basada en
el PLL. El procedimiento incluye un procedimiento para formar una estructura de material dirigido a una bioentidad
307 al hacer reaccionar el complejo de material cargado en la superficie 303 con una entidad biolégica o sustancia
305, por ejemplo, que une la entidad bioldgica o sustancia al complejo de material 303 en la carga superficial. Por
ejemplo, como se ilustra en el diagrama de la Figura 3, un virus cargado negativamente (por ejemplo, adenovirus)
puede hacerse reaccionar con el polimero cationico, PLL, regiones de la estructura 307, por ejemplo, en el que el
adenovirus se une a la superficie de la estructura PLL-NE mediante una fuerza electrostatica. La PLL-NE cargada
positivamente atrae adenovirus cargados negativamente a su superficie. La reaccién de poli-condensacion de silice
se realiza en superficie lo que encapsula la emulsion junto con los virus en silice. El procedimiento incluye un
procedimiento para producir una nanoestructura 310 que encapsula conjuntamente una entidad biolégica/sustancia
de direccionamiento mediante la formacién de un recubrimiento de nanoestructura 309 para encerrar la estructura
307. Por ejemplo, la estructura de virus cargado positivamente/PLL-NE ejemplar atrae precursores de silice
cargados negativamente e iones hidroxilo lo que crea un ambiente basico adecuado para la reaccién de
policondensacién de silice para formar un nanorrecubrimiento de silice que encapsula la carga util viral con la
sustancia de direccionamiento, por ejemplo, la nanoemulsion.

En algunas implementaciones ejemplares de la tecnologia divulgada, los virus y los restos de direccionamiento se
encapsularon en estructuras con nanorrecubrimiento de silice.

Todos los adenovirus usados en las implementaciones ejemplares descritas mas abajo no fueron replicativas con
deleciones en las regiones E1/E3. Para determinar si el nanorrecubrimiento de silice ejemplar tuvo un efecto
adverso sobre la eficacia de transduccion de los adenovirus, se compararon los adenovirus que codifican RFP
recubiertos de silice (Ad-RFP) frente a libres en cultivo celular. Los resultados ejemplares mostraron que los
adenovirus recubiertos de silice no solo mantuvieron la actividad después del recubrimiento sino que también
mostraron un aumento de 3 veces en la eficacia de la transduccion por sobre los adenovirus libres, por ejemplo, lo
que podria ser una indicacién temprana de un mecanismo de redireccionamiento. Las implementaciones posteriores
mediante el uso del analisis FACS, por ejemplo, indicaron que este era un fendmeno amplio en la poblaciéon y no el
resultado de una pequefia poblacion secundaria de células superinfectadas. Ademas, las implementaciones
ejemplares incluyeron la adicion de PEG a la capa de silice, que se demostré que elimina la transduccién por los
adenovirus recubiertos de silice. Los adenovirus encapsulados ejemplares en los nanorrecubrimientos de silice
ejemplares también pueden almacenarse a -80 °C sin ninguna pérdida de bioactividad. Las implementaciones in vivo
ejemplares en ratones que mostraron la actividad 3 veces mayor de virus recubiertos llevadas a cabo también se
aplicaron in vivo.

Se realizaron implementaciones ejemplares para demostrar la proteccion de los adenovirus recubiertos de silice de
los anticuerpos neutralizantes. La eficacia de transduccion de adenovirus libres y recubiertos se compard después
de la exposicion al policlonal anti-hexén Ad5 de cabra (por ejemplo, obtenido de Thermo Scientific PA128357)
durante 1 hora a 37 °C. El adenovirus libre mostré una clara neutralizacion con una concentracion inhibitoria 50 %
(1C50) de dilucién de anticuerpo 5%10-3. El adenovirus recubierto de silice ejemplar no mostré pérdida de la actividad
a la misma concentracion de anticuerpo.

La Figura 4 muestra graficos de datos que representan resultados ejemplares de ensayos de neutralizacion, en
presencia de anticuerpos, para caracterizar la preservacion de la bioactividad de las nanoestructuras que
encapsulan bioentidades ejemplares. Por ejemplo, se incubaron Ad-RFP recubiertos de silice y libres con diluciones
variables de anticuerpos neutralizantes. La intensidad de fluorescencia de RFP se midi6é dos dias después de la
transduccion con configuraciones normalizadas al nivel MOI 500. La transduccién con adenovirus libres se suprimié
significativamente en presencia de anticuerpos neutralizantes en los dos titulos de anticuerpos ejemplares probados.
Los adenovirus con nanorrecubrimiento de silice ejemplares mostraron poco impacto diferencial a partir de la
incubacion con anticuerpos neutralizantes, con solo una modesta supresion en el titulo de anticuerpos mas alto.

Se realizaron implementaciones ejemplares para demostrar la capacidad de redirigir los adenovirus mediante el uso
de ligandos de direccionamiento conjugados a la superficie del recubrimiento nanoestructurado de silice ejemplar.
Por ejemplo, se usé Ad-RFP nanorrecubierto de silice ejemplar y se le dio un recubrimiento secundario de PEG para
eliminar la transduccion. Por ejemplo, el Ad-RFP se recubri6 con silice y PEG, y se funcionaliz6 alternativamente con
cRGD o B-mercaptanol. La intensidad de fluorescencia de RFP se midi6 2 dias después de la transduccion con
configuraciones normalizadas al nivel MOl 500. La Figura 5 muestra un grafico de datos que muestra el
redireccionamiento por cRGD de Ad-RFP nanorrecubierto de silice. Los resultados ejemplares de las
implementaciones mostraron que la funcionalizacion con cRGD era suficiente para rescatar el Ad-RFP recubierto
con PEG/silice de la ablacion con PEG. ElI Ad-RFP PEG/silice funcionalizado con (-mercaptanol no mostro
recuperacion en la eficiencia de transduccion.

Se realizaron implementaciones ejemplares para demostrar la capacidad de activar la liberacién viral mediante el
uso de la exposicion a ultrasonido. Por ejemplo, las estructuras de nanorrecubrimiento de silice que encapsulaban el
adenovirus (siAd-RFP) se compararon con las estructuras de nanorrecubrimiento de silice que encapsulaban
conjuntamente el adenovirus con una nanoemulsiéon (siAd-RFP-NE). La Figura 6 muestra graficos de datos que
representan la liberacion de adenovirus activada por ultrasonido. Los siAd-RFP y siAd-RFP-NE ejemplares se
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expusieron alternativamente a ultrasonido o se dejaron tal cual. El siAd-RFP-NE ejemplar mostré un aumento de 20
veces en la transduccién de RFP después de la exposicién al ultrasonido. El siAd-RFP ejemplar no mostré
diferencias significativas en la transduccién de RFP después de la exposicion al ultrasonido.

Ejemplos

Algunas realizaciones ejemplares de los procedimientos y dispositivos de la presente tecnologia se describen mas
abajo.

En un ejemplo, un procedimiento para producir un dispositivo de suministro de carga Uutil bioactiva incluye formar una
estructura intermedia mediante la unién de un material polimérico con una sustancia biolégica en base a una fuerza
electrostatica, en la que la estructura intermedia formada incluye una pluralidad de regiones que presentan una
carga superficial neta; y formar una estructura de recubrimiento de un material biocompatible directamente sobre la
estructura intermedia formada para encerrar la sustancia bioldgica, en la que la estructura de recubrimiento preserva
la actividad bioldgica de la sustancia bioldgica encerrada en la misma, lo que produce de esta manera un dispositivo
de suministro de carga util bioactiva.

Las implementaciones del procedimiento ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. Por ejemplo, en algunas implementaciones del procedimiento, la estructura de recubrimiento puede
incluir una nanoparticula que tiene un tamafio en el régimen de nandémetros, por ejemplo, tal como 1 nm a 999 nm.
Por ejemplo, la sustancia biolégica puede incluir un virus, bacteria, proteina, enzima, profarmaco (por ejemplo, una
molécula precursora del farmaco que puede convertirse en una forma mas reactiva mediante algin medio fisico o
quimico), y/o un vector de acido nucleico, por ejemplo, tal como un vector de ADN o un vector de ARN. Por ejemplo,
el material biocompatible usado para formar la estructura de recubrimiento puede incluir silice. En algunas
implementaciones del procedimiento, por ejemplo, la formacion de la estructura intermedia puede incluir la reaccion
cruzada de la sustancia biolégica con un material polimérico policationico para formar una superficie cargada
positivamente en la pluralidad de regiones de la estructura intermedia. Por ejemplo, el material polimérico
policationico puede incluir poli-I-lisina. En algunas implementaciones del procedimiento, por ejemplo, la formacion de
la estructura de recubrimiento puede incluir una reaccién de condensacion sol-gel de silice mediada por carga
directamente sobre la superficie de la estructura intermedia, en la que la estructura de recubrimiento formada incluye
una matriz de silice envolvente que encapsula la sustancia bioldgica. En algunas implementaciones, por ejemplo, el
procedimiento puede incluir, ademas, antes de formar la estructura de recubrimiento, unir un resto de
direccionamiento a la estructura intermedia para permitir la liberacion controlada de la sustancia biolégica a partir de
la estructura de recubrimiento. Por ejemplo, en algunas implementaciones, el procedimiento puede incluir, ademas,
implementar el dispositivo de suministro de carga util bioactiva producido en un medio fluido a una sustancia
objetivo; y aplicar una sefial de activacion externa a un area que incluye o esta cerca a la sustancia objetivo para
provocar que el resto de direccionamiento libere la sustancia bioldgica de la estructura de recubrimiento a la
sustancia objetivo.

Las implementaciones del procedimiento ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir la adicion de un agente
sensibilizante para producir centros de cavitacidon activados por ultrasonido dentro de la estructura de recubrimiento,
en el que la adicidon del agente sensibilizante se implementa antes de formar la estructura de recubrimiento. Por
ejemplo, el agente sensibilizante puede incluir una nanoemulsion de fluorocarbono. Por ejemplo, el procedimiento
puede incluir, ademas, suministrar la sustancia biologica a una célula o tejido objetivo en un organismo vivo, en el
que el suministro puede incluir inyectar el dispositivo de suministro de carga util bioactiva a través de la vasculatura
del cuerpo, por ejemplo, en el que el dispositivo de suministro de carga util bioactiva se extravasa de la vasculatura a
la célula o tejido objetivo; y aplicar energia acustica (por ejemplo, un(os) pulso(s) de ultrasonido) a un area del
organismo vivo que incluye o esta cerca de la célula o tejido objetivo para provocar que el agente sensibilizante
rompa la estructura de recubrimiento y libere la sustancia bioldgica a la célula o tejido objetivo.

Las implementaciones del procedimiento ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir la adicién de un farmaco
farmacéutico o un agente terapéutico con la estructura intermedia a encerrar en la estructura de recubrimiento, en la
que la adicion del farmaco farmacéutico o el agente terapéutico se implementa antes de formar la estructura de
recubrimiento. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir la adicion de un
constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala con el material biocompatible para formar la estructura
de recubrimiento, en la que la adicion del constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala proporciona
un agente para potenciar la obtencién de imagenes de la estructura de recubrimiento. Por ejemplo, la estructura de
recubrimiento puede estabilizar la sustancia biolégica encerrada en ella, lo que permite de esta manera la estabilidad
térmica a temperaturas que incluyen 80 °C a -37 °C. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento
puede incluir liofilizar o secar por punto critico el dispositivo de suministro de carga util bioactiva producido, en el que
la estructura de recubrimiento preserva la actividad biolégica de la sustancia biolégica encerrada dentro del
dispositivo de suministro de carga util bioactiva liofilizado o secado por punto critico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 805802 T3

Las implementaciones del procedimiento ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir funcionalizar una superficie
exterior de la estructura de recubrimiento. Por ejemplo, en algunas implementaciones, la funcionalizacion puede
incluir la adicion de polietilenglicol (PEG) para proporcionar un recubrimiento secundario capaz de prevenir una
respuesta del sistema inmunitario dentro de un organismo vivo en el que se implementa el dispositivo de suministro
de carga util bioactiva. Por ejemplo, en algunas implementaciones, la funcionalizaciéon puede incluir unir un ligando
de direccionamiento capaz de unirse selectivamente a una region particular de una célula o tejido de un organismo
vivo en el que se implementa el dispositivo de suministro de carga util bioactiva. Por ejemplo, en algunas
implementaciones, la funcionalizacién puede incluir unir un resto de monitoreo ambiental a la superficie externa,
donde el resto de monitoreo ambiental es capaz de cambiar quimicamente la forma en base a al menos una de
reaccion redox, reaccion hipéxica o pH acido en un entorno local en el que se implementa el dispositivo de
suministro de carga util bioactiva.

En un ejemplo, un dispositivo de suministro de carga util bioactiva incluye una estructura de material interior que
incluye un material polimérico y una sustancia bioldgica que estan unidas entre si a través de una interaccion
electrostatica, en la que la estructura de material interior incluye una pluralidad de regiones que presentan una carga
superficial neta, y una nanoestructura exterior formada por un material biocompatible para encapsular el material
estructurado interior, lo que preserva por lo tanto la actividad bioldgica de la sustancia biolégica encapsulada.

Las implementaciones del dispositivo ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. Por ejemplo, la nanoestructura exterior del dispositivo puede proteger la sustancia bioldgica de la
degradacion por factores ambientales externos, por ejemplo, lo que incluye pH, temperatura, presion y sustancias
quimicas, en un ambiente donde el dispositivo de suministro de carga util bioactiva puede implementarse. Por
ejemplo, la superficie exterior de la nanoestructura exterior del dispositivo puede funcionalizarse con un ligando
dirigido al tumor para provocar que el dispositivo de suministro de carga util bioactiva se acumule selectivamente en
una region tumoral particular por sobre otros tejidos. Por ejemplo, la superficie exterior de la nanoestructura exterior
del dispositivo puede funcionalizarse con un agente para aumentar el tiempo de circulacion al reducir la captacion
por los tejidos, organos y sistemas del cuerpo no deseados, por ejemplo, en el que el agente incluye polietilenglicol,
un compuesto zwitteridnico, y/o un recubrimiento especifico para el paciente, tales como membranas celulares. Por
ejemplo, la sustancia biologica puede incluir un virus, bacteria, proteina, enzima, profarmaco o vector de acido
nucleico (por ejemplo, tal como un vector de ADN o un vector de ARN). Por ejemplo, el material biocompatible puede
incluir silice.

Las implementaciones del dispositivo ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el dispositivo puede incluir, ademas, un agente
sensibilizante acustico acoplado a la estructura de material interior para producir centros de cavitacion activados por
ultrasonido dentro de la nanoestructura exterior. Por ejemplo, el agente sensibilizante acustico puede incluir una
nanoemulsién de fluorocarbono. Por ejemplo, cuando el dispositivo se implementa en un organismo vivo, la
nanoestructura exterior del dispositivo puede provocar la ruptura en base a un pulso acustico aplicado (por ejemplo,
pulso de ultrasonido) para liberar la sustancia bioldgica dentro del organismo vivo.

Las implementaciones del dispositivo ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el dispositivo puede incluir, ademas, un recubrimiento
externo formado de polietilenglicol (PEG) en la superficie exterior de la nanoestructura exterior, en la que el
recubrimiento externo es capaz de prevenir una respuesta del sistema inmunitario dentro de un organismo vivo
cuando el dispositivo se implementa. En algunas implementaciones, por ejemplo, el dispositivo puede incluir,
ademas, un ligando de direccionamiento formado en la superficie exterior de la nanoestructura exterior, en la que el
ligando de direccionamiento es capaz de unirse selectivamente a una region particular de una célula o tejido de un
organismo vivo cuando el dispositivo se implementa. En algunas implementaciones, por ejemplo, el dispositivo
puede incluir, ademas, un resto de monitoreo ambiental formado en la superficie exterior de la nanoestructura
exterior, en el que el resto de monitoreo ambiental es capaz de cambiar quimicamente la forma para liberar la
sustancia bioldgica en base a al menos una de reaccion redox, reaccion hipdxica o pH acido en un ambiente local en
el que el dispositivo se implementa.

En un ejemplo, un procedimiento para encapsular una sustancia bioldgica incluye formar un material biocompatible
sobre una estructura biologica para formar una estructura de recubrimiento que encierra la estructura bioldgica,
donde la estructura de recubrimiento tiene un tamafrio en el intervalo de nandémetros, en el que la estructura biolégica
preserva la actividad biolégica dentro de la estructura de recubrimiento.

Las implementaciones del procedimiento ejemplar pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas
ejemplares. En algunas implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir, ademas, formar la estructura
biolégica que comprende hacer reaccionar de forma cruzada una sustancia biolégica con un material polimérico
policationico para formar una superficie cargada positivamente en la pluralidad de regiones de la estructura
biologica. Por ejemplo, la sustancia bioldgica puede incluir un virus, bacteria, proteina, enzima, profarmaco y/o
vector de acido nucleico que incluye un ADN o un ARN. Por ejemplo, el material biocompatible puede incluir silice.
Por ejemplo, el material polimérico policatiénico puede incluir poli-I-lisina. En algunas implementaciones, por
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ejemplo, la formacion de la estructura de recubrimiento puede incluir una reaccién de condensacion sol-gel de silice
mediada por carga directamente sobre la superficie de la estructura biolégica, en la que la estructura de
recubrimiento formada incluye una matriz de silice envolvente que encapsula la estructura bioldgica. En algunas
implementaciones, por ejemplo, el procedimiento puede incluir, ademas, unir un agente sensibilizante a la estructura
bioldgica, antes de formar el material bioldégico sobre la estructura bioldgica, para producir centros de cavitacion
activados por ultrasonido dentro de la estructura de recubrimiento. Por ejemplo, el agente sensibilizante puede incluir
una nanoemulsion de fluorocarbono.

Ejemplos adicionales

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de varias realizaciones de la presente tecnologia. Pueden presentarse otras
realizaciones ejemplares de la presente tecnologia antes de los siguientes ejemplos enumerados, o después de los
siguientes ejemplos enumerados.

En un ejemplo de la presente tecnologia (ejemplo 1), un procedimiento de encapsulacion de una entidad
bioldgica incluye crear plantillas de un material biocompatible sobre una estructura biolégica para formar una
estructura de recubrimiento que encierra la estructura biolégica, donde la estructura de recubrimiento tiene un
tamafo en el intervalo de nandmetros, en que la estructura bioldgica recubierta preserva su actividad bioldgica
dentro de la estructura de recubrimiento.

En otro ejemplo de la presente tecnologia (ejemplo 2), un procedimiento de encapsulacion de una entidad
biolégica incluye el uso de un material biocompatible para formar fuera de una estructura bioldgica de una
dimension en un intervalo de nandmetros como una estructura de recubrimiento para encerrar la estructura
biolégica y preservar la actividad bioldgica de la estructura biolégica.

El ejemplo 3 incluye el procedimiento del ejemplo 1 0 2, en el que la estructura bioldgica incluye un virus.

El ejemplo 4 incluye el procedimiento del ejemplo 1 0 2, en el que el material biocompatible incluye silice.

El ejemplo 5 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, el uso de un mecanismo de
activacion externo para liberar la estructura biolégica a partir de la estructura de recubrimiento.

El ejemplo 6 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, el uso de un resto de
direccionamiento incorporado en la estructura de recubrimiento para liberar la estructura bioldgica a partir de la
estructura de recubrimiento.

El ejemplo 7 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, alterar la carga superficial en la
estructura biologica, la alteracion incluye la reaccion cruzada de la estructura biolégica con un sustrato
policatidnico para formar una superficie cargada positivamente compatible con el procedimiento de creacion de
plantillas.

El ejemplo 8 incluye el procedimiento del ejemplo 7, en el que el sustrato policationico incluye poli-I-lisina.

El ejemplo 9 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, implementar una reaccion de
condensacion sol-gel de silice mediada por carga directamente sobre la superficie de la estructura bioldgica para
formar una matriz de silice envolvente que forma la estructura de recubrimiento alrededor de la estructura
bioldgica.

El ejemplo 10 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, la adicion de un agente
sensibilizante que comprende una nanoemulsién para formar centros de cavitacion activados por ultrasonido en
la estructura de recubrimiento, en la que la adicion del agente sensibilizante se implementa antes de la creacion
de plantillas.

El ejemplo 11 incluye el procedimiento del ejemplo 10, en el que el agente sensibilizante incluye emulsiones de
fluorocarbono.

El ejemplo 12 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o0 2, en el que la creacion de plantillas incluye incluir uno o
mas de un farmaco o un agente terapéutico con la estructura bioldgica a encerrar en la estructura de
recubrimiento.

El ejemplo 13 incluye el procedimiento del ejemplo 1 0 2, en el que la creacion de plantillas incluye la adicion de
un constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala con el material biocompatible para formar la
estructura de recubrimiento, donde el constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala proporciona
un agente para potenciar la obtencion de imagenes de la estructura de recubrimiento.

El ejemplo 14 incluye el procedimiento del ejemplo 1 o 2, que incluye, ademas, funcionalizar la superficie de la
estructura de recubrimiento.

El ejemplo 15 incluye el procedimiento del ejemplo 14, en el que la funcionalizaciéon incluye la adicién de
polietilenglicol (PEG) mediante el uso de la quimica de silano.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para producir un dispositivo de suministro de carga util bioactiva, que comprende:

formar una estructura intermedia mediante la unién de un material polimérico que exhibe una primera carga
eléctrica a un virus o vector viral que exhibe una segunda carga eléctrica diferente a la primera carga eléctrica en
base a una fuerza electrostatica, en el que la estructura intermedia formada incluye una pluralidad de regiones
que presentan una carga superficial neta; y

formar una estructura de recubrimiento de un material biocompatible directamente sobre la estructura intermedia
formada para encapsular el virus o el vector viral,

en el que la estructura de recubrimiento preserva la actividad biolégica del virus o vector viral encapsulado en la
misma, lo que produce de esta manera un dispositivo de suministro de carga util bioactiva,

en el que la formacién de la estructura intermedia incluye hacer reaccionar el virus o vector viral con un material
polimérico policatiénico para formar una superficie cargada positivamente en la pluralidad de regiones de la
estructura intermedia, y en el que formar la estructura de recubrimiento incluye una reacciéon de condensacion
sol-gel de silice mediada por carga directamente sobre la superficie de la estructura intermedia, en la que la
estructura de recubrimiento formada incluye una matriz envolvente de gel de silice que encapsula el virus o
vector viral.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la estructura de recubrimiento incluye una nanoparticula con

tamafo en un régimen de nanémetros.

3.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la formacién de la estructura intermedia incluye unir el material

polimérico al virus o vector viral y a una sustancia biolégica adicional que incluye al menos una de una bacteria,
proteina, enzima, profarmaco o vector de acido nucleico que incluye un ADN o un ARN.

4. EIl procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el material biocompatible incluye éxido de titanio o fosfato de

calcio.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
afiadir un agente sensibilizante para producir centros de cavitacion activados por ultrasonido dentro de la
estructura de recubrimiento,
en el que la adicion del agente sensibilizante se implementa antes de formar la estructura de recubrimiento.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende ademas:
afiadir un farmaco farmaceéutico o un agente terapéutico con la estructura intermedia a encapsular en la
estructura de recubrimiento,
en el que la adicién del farmaco farmacéutico o el agente terapéutico se implementa antes de formar la
estructura de recubrimiento.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
afiadir un constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala con el material biocompatible para formar
la estructura de recubrimiento,
en el que el constituyente de 6xido de hierro u otro material a nanoescala afiadido proporciona un agente para
mejorar la obtencion de imagenes de la estructura de recubrimiento.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
liofilizar o secar por punto critico el dispositivo de suministro de carga util bioactiva producido,
en el que la estructura de recubrimiento preserva la actividad biolégica del virus o vector viral encapsulado dentro
del dispositivo de suministro de carga util bioactiva liofilizado o secado por punto critico.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
antes de formar la estructura de recubrimiento, unir un resto de direccionamiento a la estructura intermedia para
permitir la liberacién controlada del virus o vector viral a partir de la estructura de recubrimiento.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
funcionalizar una superficie exterior de la estructura de recubrimiento mediante la adicion de polietilenglicol
(PEG) para proporcionar un recubrimiento secundario capaz de prevenir una respuesta del sistema inmunitario
dentro de un organismo vivo en el que se implementa el dispositivo de suministro de carga util bioactiva.

11. Un dispositivo de suministro de carga util bioactiva, que comprende:

una estructura de material interior que incluye un material polimérico y una sustancia bioldgica, en el que la
estructura biolégica es un virus o vector viral, que estan unidos entre si a través de una interaccion electrostatica,
en el que la estructura del material interior incluye una pluralidad de regiones que presentan una carga superficial
neta;

una nanoestructura exterior formada por un material biocompatible para encapsular el material estructurado
interior, lo que preserva de esta forma la actividad biolégica del virus o vector viral encapsulado;
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en el que la estructura intermedia que incluye una superficie cargada positivamente en la pluralidad de regiones
de la estructura intermedia se forma a través de una reaccion del virus o vector viral con un material polimérico
policationico, y en el que la nanoestructura exterior incluye una matriz de gel de silice que encapsula el virus o
vector viral formada por una reaccion de condensacion sol-gel de silice mediada por carga directamente sobre la
superficie de la estructura intermedia.

12. El dispositivo de la reivindicacién 11, en el que la nanoestructura exterior protege al virus o vector viral de la
degradacioén de factores ambientales externos, lo que incluye pH, temperatura, presién y sustancias quimicas en un
ambiente donde se implementa el dispositivo de suministro de carga util bioactiva.

13. El dispositivo de la reivindicacion 11, en el que una superficie externa de la nanoestructura exterior se
funcionaliza con un ligando de direccionamiento para provocar que el dispositivo de suministro de carga util bioactiva
se acumule selectivamente en una region en particular por sobre otros tejidos.

14.El dispositivo de la reivindicacion 11, en el que una superficie exterior de la nanoestructura exterior se
funcionaliza con un ligando dirigido al tumor para provocar que el dispositivo de suministro de carga util bioactiva se
acumule selectivamente en una regidn tumoral por sobre otros tejidos.

15.El dispositivo de la reivindicacion 11, en el que una superficie exterior de la nanoestructura exterior se
funcionaliza con un agente para aumentar el tiempo de circulacién al reducir la captacion desde los tejidos
corporales, 6rganos y sistemas no deseados, el agente incluye al menos uno de polietilenglicol, un compuesto
zwitteridnico, o un recubrimiento especifico para el paciente, tales como membranas celulares.

16. El dispositivo de la reivindicacion 11, que comprende ademas:
un recubrimiento externo formado de polietilenglicol (PEG) en una superficie externa de la nanoestructura
exterior, donde el recubrimiento externo es capaz de prevenir una respuesta del sistema inmunitario dentro de un
organismo vivo cuando se implementa el dispositivo de suministro de carga util bioactiva.
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