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DESCRIPCION

Se presenta un equipo de produccion continua y métodos de microtfluidica para

sintetizar nanovesiculas y para encapsular nanoparticulas en nanovesiculas.

Las mezclas definidas de lipidos reconstituidas en solvente organico y la fase acuosa
conteniendo o no las nanoparticulas de interés, se inyectan al sistema de forma
independiente desde reservorios con el fin de generar una combinacién de flujos
laminares por focalizacién hidrodinamica, y obtener nanovesiculas y encapsulados. Las
nanovesiculas son monodispersas con caracteristicas comparables a los obtenidos por

métodos convencionales.

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con el campo de la microfluidica. En particular, la
presente invencioén se refiere a un equipo de produccion continua de microfluidica
portatil para la sintesis de nanovesiculas y encapsulacion de nanoparticulas. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a un equipo formado por microbombas
peristalticas, motores paso a paso y un dispositivo canalizador y mezclador de
microfluidos, denominado chip, que pueden ser utilizados para la sintesis de

nanovehiculos con aplicaciones industriales.
ESTADO DE LA TECNICA Y PROBLEMAS A SOLUCIONAR

Los métodos convencionales de obtencidon de (nanovesiculas) particulas en suspension o
sistemas coloidales se basan en la mezcla de fases a granel, la quimica no homogénea y
métodos mecanicos durante la formacidon; por lo tanto, las particulas sintetizadas por
estos métodos son a menudo polidispersas en tamafio y lamelaridad. Los métodos
convencionales tales como la hidratacién de films lipidicos, la evaporacion en fase
reversa y las técnicas de doble emulsiéon, a menudo requieren de post-procesado de la
muestra a través de equipamientos costosos y voluminosos para dar homogeneidad
adecuada y lograr altas tasas de incorporacion de agentes quimicos. De los métodos
mencionados, los mas utilizados para la obtencion de nanovehiculos son las

emulsiones. El rango de la escala de obtencion de micro o nanoparticulas a traves de
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este metodo es funcidn del tipo de dispersores y homogeneizadores utilizados. Sin
embargo en ambos casos, el proceso de emulsificacion tiene dos pasos: la dispersién y

los pasos de homogeneizacion.

1) La dispersion es obtenida por agitacion mecanica en un recipiente cerrado. La fase
continua se introduce en un recipiente que es agitado permanentemente (por ejemplo,
Ultraturax®) posteriormente se vierte el dispersado o fase que contiene los principios
activos. Este paso permite crear una dispersidn aproximada o "premezcla", de

dimensiones entre 10 y 100 micras de diametro con una distribucion de gran tamaiio.

11) La etapa de homogeneizacién es esencial para producir la suspension fina y estable.

Esto reducira el didametro medio y mejora la dispersion de tamafios, cada uno de estos
puntos 1mpacta significativamente en la estabilidad de la suspension. Los equipos
utilizados son los sistemas de rotor / estator (por ejemplo Ultraturax o un molino
coloidal) dando dispersiones estables alrededor del micréometro. Por otro lado,
homogeneizadores de alta presidon permiten disminuir el tamafio en un rango
nanometrico, por debajo del micrémetro e incluso por debajo de 100 nm. El siguiente
paso es la fabricacion de las particulas, ya sea por precipitacién del polimero
preformado solubilizado en la fase dispersa (por ejemplo, desplazamiento del
disolvente, evaporacion etc.), o por sintesis in situ de polimeros (en este caso, fase
dispersa esta hecho de monémeros). Como resultado, se obtienen micro / nanoparticulas
que contienen los principios activos en sus interior. Si bien existen otros métodos para
la fabricacién de nanoparticulas que se obtienen sin pasar a través de sistemas
emulsionados, por ejemplo, que se basan en el secado por pulverizaciéon, granulacién o
extrusion / esferonizacién, la gran mayoria de los procesos de fabricacion de
nanoparticulas incluyen la etapa de emulsificacion. En este contexto, estos métodos
convencionales presentan serios inconvenientes como la escasa flexibilidad del proceso
de formulacién, el corto margen de maniobra para el control del tamafio de particula y la
imposibilidad de controlar y ajustar el proceso en tiempo real. Estos métodos incluyen
procesos de etapas multiples, implican etapas de limpieza (de los contenedores, de los
agitadores, etc.), en la mayoria de los casos utilizan solventes organicos que necesitan

ser removidos, consumen energia, y finalmente no permiten la produccién continua

(LU. Khan et al. Journal of Controlled Release 2013). Ademds, los métodos
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convencionales también requieren cantidades considerables de reactivos, disminuyendo

la productividad.

La tecnologia de microfluidos es el estudio de fluidos que fluyen a escala microscopica
y permite €l control preciso y predecible de los fluidos debido al régimen laminar -
debido a un bajo nimero Reynolds - en el que estos sistemas suelen operar. En los
ultimos afios se han investigado técnicas novedosas basadas en microfluidica para la

produccion de nanovesiculas (Goran T. Vladisavljevié et. al. Advanced drug delivery

reviews, 2013).

Las nuevas tecnologias microfluidicas ofrecen una serie de ventajas en comparacién con
los métodos convencionales. A través de estas es posible un mejor control de proceso y
reproducibilidad, ademas de una muy buena uniformidad de las caracteristicas de los

nanomateriales y un uso eficiente de los materiales y reactivos (S. Krishnadasan et al,
Advances in Chemical Engineering, 2010). (D. van Swaay and A. deMello, Lab Chip,
2013).

Entre las tecnologias microfluidicas para produccion de vesiculas, la técnica de
focalizacion hidrodinamica ha tenido especial atencion desde su introduccién por Jahn
et al 2004. El proceso implica un flujo de lipidos disueltos en un solvente orgénico que
pasa entre dos flujos acuosos en un canal microfluidico. Las particulas se forman por un
proceso difusivo en las interfaces liquidas, siendo posible controlar el tamafio de las
mismas por una modulacion de las relaciones de flujo de las fases. De esta manera, se
evitan los pasos de procesamiento posterior (inherente a los métodos convencionales)
especialmente la reduccién de tamafio por extrusion. (Patente Nro: AU2009333177B2:
A. Jahn et. al. Langmuir, 2007).

Los sistemas microfluidicos incorporan en general diversos componentes para su
funcionamiento, como ser bombas, vélvulas, chips de reaccion de microfluidos,
reservorios de reactivos, contenedores de productos, interconexiones de componentes,
controladores y ordenador. En general, estos sistemas necesitan ser conectados a
bombas de jeringas, lo que limita su escalabilidad y dificulta su portabilidad e
incorporacion dentro de otros instrumentos, por ejemplo incubadoras (D J Laser J.

Micromech. Microeng. 2004). Por otra parte, los chips deben ser conectados a las
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bombas a través de largos conductos que contienen grandes volimenes muertos lo cual
implica pérdida de reactivos y un pobre control transitorio del fluido (debido a grandes
compliancias e inertancias), interfiriendo con la eficiencia y productividad del sistema.
Ademas, estas bombas poseen un volumen de trabajo limitado por la jeringa que se

utiliza, siendo las mas grandes de 60 ml aproximadamente.

S1 bien, la tecnologia microfluidica para produccion de vesiculas ofrece ventajas en
comparacion con las técnicas convencionales, las limitaciones practicas, incluyendo la
fiabilidad, accesibilidad, la portabilidad, facilidad de uso y el control de los dispositivos

de microfluidos, dificultan su aplicacion e insercion industrial.

En esta invencion se solucionan los principales problemas asociados a los sistemas
microfluidicos de generacion y encapsulado de nanovesiculas, mencionados

anteriormente.

En primer lugar, el equipo de produccidén continua de microfluidica de la invencidon
utiliza una microbomba peristaltica con la que se supera la limitacidén del volumen de
trabajo discreto dada por las bombas de jeringa. Los sistemas de bombeo peristaltico
tienen un ciclo de trabajo tedricamente infinito, ya que es posible recargar
indefimdamente los reservorios de manera externa sin necesidad de interrumpir el

proceso de produccion.

La microbomba peristaltica posee varios canales que pueden ser conectadas
directamente a los chips microfluidicos. De esta manera se reducen los volimenes
muertos y el volumen de trabajo puede ser escalado simplemente cambiando el
recipiente donde se alojan los reactivos. Es decir, con una misma microbomba se puede
realizar producciones a baja, mediana y gran escala siendo posible trabajar con

volumenes de cientos de microlitros a litros de muestra.

Finalmente, el equipo de produccién continua de microfluidica de la invencidn es de
reducido tamafio, pudiendo ser completamente integrada en un equipo portatil, que no
necesita instalaciones especiales y ocupa poco espacio en un laboratorio. Esto permite

que el equipo pueda ser utilizado para la generacion continua de nanovesiculas
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monodispersas en un ambiente sanitario cerca de la cama del paciente o en una planta
industrial de produccién de nanovesiculas.
Del analisis de patentes, hemos considerado relevantes los siguientes documentos de los

que podemos mencionar:

1) Patente/Solicitud Nro: CN1020684091) Titulo: “Method for preparing mono-disperse
microemulsion, liposome and microsphere based on microfluidic technology”. Se trata
de una patente de un método de generacion de liposomas que utilizan es no
microfluidico, en el mismo realizan una sintesis previa de emulsiones W/O y posterior
encapsulado de la droga. Se obtienen tamafios de liposomas entre 10 -500 micrones. El

metodo de encapsulado utilizado genera liposomas grandes.

2) Patente/Solicitud Nro: AU2009333177B2. Titulo: “Method of making small
liposomes”. Este documento presenta un método de produccién de liposomas de
tamafio inferior a 200nm por métodos microfluidicos de focalizacién hidrodindmica no
realizan encapsulado de nanoparticulas, no mencionan el uso de microbombas

peristalticas y ciclos de trabajo infinito o un sistema de microfluidica portatil.

3) Patente/Solicitud Nro: US2015115488. Titulo: “Microfluidic Liposome Synthesis,
Purification and Active Drug Loading”. El dispositivo microfluidico y el método de
preparacion que comprende la preformacion de liposomas y generacion de gradiente de

pH para encapsulacion de droga antineoplasica por diferencia de gradiente de pH.

4) Patente/Solicitud Nro: CN103126990. Titulo: “Preparation method of targeting
magnetic drug loaded liposome”. Este documento describe un método de produccion
liposomas magnéticos por el método de evaporacion en rotavapor. El método utilizado

no es microfluidico. La produccion no es continua.

5) Patente/Solicitud Nro: US2008095705. Titulo: “Methods and Devices for Facile
Fabrication of Nanoparticles and Their Applications”. En este documento se presenta un
dispositivo y método de microfluidica que utiliza inyeccion secuencial o pulsada y
enfocado hidrodinamico para fabricar nanoparticulas con monitoreo en tiempo real con

un microprocesador controlador y programador pulsatil.
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6) Patente/Solicitud Nro: US2005112184. Titulo: “Controlled vesicle self-assembly in

continuous two phase flow microfluidic channels”. En este documento presentan
Dispositivo y método microfluidico para fabricar nanoparticulas monitoreo en tiempo
real con un microprocesador controlador y programador pulsatil no describen el uso de

bombas peristalticas en el sistema microfluidico.

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion es solucionar los principales problemas asociados a
los sistemas microfluidicos de generacion y encapsulado de nanoparticulas en
nanovesiculas, lograr superar la limitacidon en cuanto al escalado de la produccion y
problema asociado a las bombas de jeringa con un equipo microfluidica liviana y
portatil que permita su utilizacion tanto en el ambito sanitario como en una planta

industnal.

El equipo de microfluidica de la invencidn utiliza microbombas peristalticas para la
produccidén continua de nanovesiculas monodispersas y el encapsulado de las mismas
con nanoparticulas por focalizaciéon hidrodindmica en chips microfluidicos en un mismo
proceso. Con la incorporacion de una microbomba peristaltica se supera la limitacion en
cuanto al escalado de la produccién y problema asociado a las bombas de jeringa. Esto
se debe a que el ciclo de trabajo asociado a los sistemas de bombeo peristaltico es

infinito, lo que permite la produccion desde escala prototipo a escala industrial.

Ademas, el reducido tamafio de la microbomba y su conexidén directa con los chips
microfluidicos reduce significativamente los voliimenes muertos y mejora el control de

los fluidos.

Finalmente, el reducido tamafio de todos los componentes del sistema converge en un
equipo liviana y portatil, 1o que permite gran flexibilidad en su utilizacién. Por ejemplo,
puede utilizarse en el ambito sanitario cerca de la cama del paciente o en una planta

industrial.

Otro objeto de la invencién es el método para la sintesis de nanovesiculas y

encapsulacion de nanoparticulas, que utilizando la equipo de microfluidica de la
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invencidn, se realiza mediante un proceso de focalizacién hidrodinamica, en el cual se
Intercalan las fases y se producen varias interfases de reaccion, por un proceso difusivo,

para obtener como resultado vesiculas monodispersas de tamafio ente 20 nm y 1000 nm.

El sistema microfluidico para la generacion y encapsulado continuo de nanovesiculas
que comprende un sustrato que posee dos o mas canales de entrada, una regiéon de
formacidn de nanovesiculas y una o mas salidas. La region de formacion de las
nanovesiculas comprende una o mas entradas por donde fluye una solucién de lipidos y
una o mas entradas por donde fluye una solucion tipo buffer. La solucidn de lipidos y la
solucion tipo buffer interactian en la interfase de formacioén y forman una poblacién de
nanovesiculas. La solucion tipo buffer puede contener otras sustancias ademas del
solvente y también particulas que son posteriormente encapsuladas en las
nanovesiculas. Las nanovesiculas obtenidas tienen un diametro medio de 20 nm a 1000

nm. y un indice de polidispersion menor al 20%. La eficiencia de encapsulado es entre

el 40% y el 100%.

En el sistema microfluidico, objeto de la invencidn se generan nanovesiculas y se
encapsulan nanoparticulas, obteniéndose en la salida nanovesiculas que encapsulan

nanoparticulas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 muestra un esquema del equipo de produccion continua de microfluidica

de la invencion en vista de planta para todos los canales.

La FIGURA 2 muestra un esquema del equipo de produccion continua de microfluidica
de la invencion en vista lateral particularizada para un canal cualquiera, sea de fase

lipidica 0 acuosa.

La FIGURA 3 muestra un esquema del método de generacidn de las nanovesiculas para

un sistema de tres entradas.

La FIGURA 4 muestra un esquema del método de generacidon de las nanovesiculas para

un sistema de cinco entradas.
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La FIGURA § muestra el disefio de la zona de encuentro de fases de un chip

microtluidico de diez entradas. Este sistema se utiliza en los ejemplos de uso 1, 2 y 3.

La FIGURA 6 muestra la vista tridimensional en explosion del disefio de las capas del

chip microfluidico utilizado para los ejemplos de uso 1, 2 y 3.

La FIGURA 7 muestra, a fines informativos, una fotografia de un chip microfluidico
terminado. En el recuadro se observa un acercamiento de la zona de encuentro de las

fases.

La FIGURA 8 muestra una fotografia del equipo de produccion continua de
microfluidica terminado. La segunda fotografia es una ampliacién del area encerrada en

el recuadro de linea punteada de la primera fotografia

La FIGURA 9 muestra los resultados de una simulacién de realizacion preferida de la
invencion, a traveés del disefio, fabricacion y caracterizacion de un chip microfluidico y

el equipo de la invencion.

La FIGURA 10 muestra los resultados del ejemplo de realizacion del Método de

Generacion y encapsulado continuo de nanovesiculas de la invencidn.

La FIGURA 11 muestra los resultados del ejemplo de realizacion del Método de

obtencion de nanoliposomas cargados con particulas magnéticas o nanoliposomas

magneéticos de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A fin de una mejor comprension de la presente invencién y mayor entendimiento de las
ventajas comentadas, mas las que los entendidos en la especialidad podran agregar, se
realiza a continuacion la descripcion detallada de un ejemplo preferido de realizacion
del equipo de produccion continua de microfluidica de la presente invencidn, en base a

los dibujos adjuntos. En las figuras, a iguales nimeros de referencia corresponden
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1iguales o equivalentes elementos constitutivos del ejemplo de realizacion del equipo de

la iInvencion y de su instalacion.

La FIGURA 1 la muestra un esquema del equipo de produccién continua de
microfluidica de la invencién que comprende: un sistema de bombeo conformado por al
menos una bomba peristaltica (6) que aspiran e impulsan a los fluidos en un régimen
laminar, conectadas a reservorios (1° y 2°) que contienen reactivos lipidicos (1) y
reactivos acuosos (2) correspondientemente, a traves de tubos de entrada (3A) (3B), los
cuales se conectan con los tubos flexibles de entrada de la microbomba (5), los cuales
pueden ser parte de una cinta microfluidica o no, a través de conectores (4). Los tubos
flexibles de salida (5) de dicho sistema de bombeo (6) estdn conectados a un dispositivo
canalizador y mezclador de microfluidos (10), denominado chip microfluidico,
mediante conectores (7). El chip microfluidico (10) posee en su interior microcanales
(8A) (8B) que unen los distintos canales de entrada en una zona de encuentro de fases
(9), o zona de reaccidon. En esta zona de reaccidn se mezclan los reactivos (1) (2)
exclusivamente por difusion y reaccionan a lo largo de un canal de focalizacion
hidrodinamica (9) hasta llegar a la salida (11), donde se conectan mediante tubos (12) a

reservorios (137) donde se recolecta el producto (13).

El nimero minimo de microcanales de entrada (8A y 8B) del dispositivo canalizador y
mezclador es tres para obtener un proceso de focalizacion hidrodindmica, pero debido a
la flexibilidad del presente equipo dicho nimero puede ser mayor, llegando incluso a ser

de mas de 80 microcanales, dependiendo de la aplicacion en particular.

En la FIGURA 2 muestra un esquema del equipo de produccion continua de
microfluidica en vista lateral con la entrada particularizada para uno de los canales, sea
fase lipidica, (1) o de fase acuosa (2’) por razones de simplicidad. El reactivo (1 6 2) es
aspirado por la presion de vacidé que genera la microbomba peristaltica (6) a traveés de
los tubos de entrada (3A) (3B) que se conectan a los tubos flexibles de entrada de la
microbomba (5) mediante conectores (4). Los tubos flexibles de la microbomba (5),
que pueden formar parte o no de una cinta microfluidica que los contiene, se alojan en
el cuerpo de la bomba (14). Al comprimir el elemento tubular (5) por la acci6n giratoria
del rotor (16) y sus correspondientes rodillos (15), estos recuperan seguidamente su

forma inicial creando un vacio y la consiguiente aspiracion del fluido. El fluido (1 6 2)
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penetra en el espacio formado (5°) entre los rodillos (15), que comprimen el tubo
flexible (5) y empujan el fluido (1 6 2) hacia la salida por el siguiente rodillo. Los tubos
flexibles (5) de la microbomba peristéltica (6) estan conectados a un chip microfluidico
(10) mediante conectores (7), que pueden ser removibles o fijos. Los tubos tlexibles (5)
a la salida de la microbomba pueden ser conectados a otro tipo de tubos (distinto
material y dimensiones) antes de llegar al chip microfluidico (10). Una vez que el
reactivo (1 6 2) ingresa al chip microfluidico (10), fluye por los microcanales de
conexion (8A) (8B) fabricados en el mismo chip hasta llegar a la zona de reaccion (9) o
zona de encuentro de fases. En esta zona de reaccién (9) se ponen en contacto las fases
lipidicas (1) y las acuosas (2) y se produce la formacion de las nanovesiculas (13) y
también el encapsulado de los compuestos y/o particulas s1 €s que estaban inicialmente
contenidas en el reactivo (2). Las nanovesiculas en suspension (13) egresan por la salida
del chip microfluidico (11) hacia un reservorio (13”) donde se recolectan los resultados
(13) a través de un tubo de salida (12). Se destaca que este proceso de formacion es
continuo y se da mientras que los reactivos fluyan por los microcanales, siendo

teéricamente posible el rellenado “infinito” de los reservorios de los reactivos.

Los tubos de entrada (3) pueden ser de cualquier material que no infrinja
modificaciones a los reactivos (1 6 2) ni sea degradado por los mismos. Los tubos
flexibles (5) pueden ser de cualquier material que pueda ser deformado facilmente de
forma elastica sin dafio ni1 histéresis y que ademas no infrinja modificaciones a los
reactivos (1 6 2) ni sea degradado por los mismos. El rotor (16) de la bomba peristaltica
puede ser manejado por cualquier motor o sistema que sea capaz de entregar suficiente

torque al rotor (16) para que la bomba funcione de acuerdo a la aplicacion.

El chip microfluidico (10) puede estar fabricado en dos o mas capas de matenal
polimérico, silicio, vidrio, cuarzo, ceramica o metales. Los microcanales (8A) (8B) se
maquinan por diversos métodos segun el material usado: fresado, laser, corte, moldeado
térmico, replicacion de molde, litografia, cafién de electrones, cafion de 1ones, litografia
de rayos X, etc. Las capas se adhieren entre si mediante diversos meétodos para formar
estructuras selladas que permiten el flujo de los tluidos. Estos métodos pueden ser:
laminado térmico, laminado térmico asistido por ultravioleta o plasma, laminado
asistido por ultrasonido, laminados asistido por laser, laminado por adhesivos quimicos

y laminado por solventes quimicos. La lista no es exhaustiva.
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A tin de una mejor comprension de la presente invencién y mayor entendimiento de las
ventajas comentadas, mas las que los entendidos en la especialidad podran agregar, se
realiza a continuacién una breve descripcién, dividida en etapas, del método para la
sintesis continua de nanovesiculas y encapsulado de nanoparticulas, de la presente

invencion.

1. Una etapa de preparacion de reactivos, en la que se deposita una fase de solucién
de solvente organico (1) que contiene lipidos disueltos en un recipiente
contenedor (1°), y una segunda fase de una solucién acuosa (2) en otro recipiente

contenedor (2°),

2. Una etapa de bombeo continuo, a través de una microbomba peristaltica, en la
que se transportan dichos reactivos (1 y 2) en régimen laminar, a través de uno o
mas microcanales, desde los recipientes contenedores (1° y 2°) de dichos

reactivos (1 y 2) hacia la entrada de un dispositivo canalizador y mezclador de

microfluidos (10),

3. Una etapa de focalizacion hidrodinamica, en la que se fuerza la direccién y el
sentido de dichos flujos laminares de dichos reactivos (1 y 2) hacia una zona de
reaccion (9), con el fin de intercalar las fases y producir distintas interfaces de

reaccion en cada punto de encuentro de dichos microcanales,

4. Una etapa de difusién, en la que se produce el auto-ensamblado de las

nanovesiculas en una reaccidn termodinamicamente favorable,

J. Una etapa de recoleccion, en la que dichas nanovesiculas se acumulan en un
recipiente contenedor (13”) conectado a dicho dispositivo canalizador y

mezclador de microfluidos (10), dando por resultado vesiculas monodispersas

(13) de un tamafio de entre 20nm y 1000nm.

La bomba peristaltica, componente del equipo descripto, posee un ciclo de trabajo
infinito, lo que posibilita recargar indefinidamente los reservorios de reactivos sin

Interrumpir el proceso de produccion.
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La FIGURA 3(a) muestra un esquema del método de generacion de las nanovesiculas
para un sistema de tres entradas. Este sistema genera dos interfaces (17). El chip
microfluidico posee microcanales que conducen los reactivos (1) (2) desde las entradas
hacia la zona de reaccion, dada por un microcanal con una determinada longitud. En
esta zona se produce el encuentro de los reactivos mediante un proceso de focalizacion
hidrodinamica, en el cual la fase organica que contiene los lipidos (1) es focalizada por
dos flujos de fase acuosa (2) obteniéndose dos interfases de reaccion para la generacion

de nanovesiculas.

En la FIGURA 3(b) se observa que mediante un proceso puramente difusivo en cada
interfase el flujo de lipidos en solvente orgénico es completamente solvatado por la fase
acuosa que lo focaliza, produciéndose el autoensamblado de los lipidos para formar
bicapas. Una bicapa de lipidos posee una energia determinada asociada a su borde, pues
las colas hidrofébicas se exponen al agua y esta energia es proporcional al perimetro de
la bicapa. Esta energia se puede minimizar mediante la eliminacion del borde si la
bicapa se cierra para formar una vesicula esférica. La energia total de sistema disminuye
a medida que los bordes de bicapa se encuentran y desaparecen. De este modo se
obtienen nanovesiculas (18) en una reaccién termodinamicamente favorable. Las
fuerzas desestabilizadoras durante la focalizacion hidrodinamica disminuyen la tasa de
fusién de bicapas y pueden dar lugar a la fragmentacion de la bicapa. Este fendOmeno

puede resultar en la formacién de vesiculas mas pequeiias.

La FIGURA 4 muestra un esquema del método de generacion de las nanovesiculas para
un sistema de cinco entradas. Este sistema genera cuatro interfaces (17). El chip
microfluidico posee cinco microcanales que conducen los reactivos desde las entradas
hacia la zona de reaccion, dada por un microcanal con una determinada longitud. En
esta zona se produce el encuentro de los reactivos mediante un proceso de focalizacion
hidrodinamica, en el cual cada uno de los flujos de fase orgdnica que contienen los
lipidos (1) son focalizados por dos flujos de fase acuosa (2), obteniéndose en este

sistema cuatro interfases de reaccién para la generacion de nanovesiculas.
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El método puede incluir n interfases de generacion adaptando el disefio del chip para tal
fin. La FIGURA 4 es un ejemplo del incremento del nimero de interfases en el modelo

experimental.

Para mayor comprension, se explica a continuaciéon un sistema de 10 entradas para la
generacion de 8 interfases de reacciéon con la configuracion y disposicion geometrica de
canales que se muestra en la FIGURA 5. En la misma se puede observar el disefio de la
zona de encuentro de fases para el chip microfluidico (10) del equipo de la invencion.
La FIGURA 5 muestra un esquema de la zona de microcanales donde se realiza el
encuentro entre las fases lipidicas (1) y las fases acuosas (2). Los numeros 1 representan
los lipidos en solvente organico y los numeros 2 representan la fase acuosa. De esta
manera con 10 entradas (4 lipidicas y 6 acuosas) se pueden generar 8 interfases de
generaciéon de nanovesiculas que aumentan el rendimiento de produccion. La zona
central marcada con rectangulo de linea cuadriculada es la zona de reaccion (19), donde

se encuentran los canales de focalizacion hidrodinamica (9°).

Con el fin de una mejor comprension, la FIGURA 6 muestra una vista en explosion del
disefio de las capas del chip microfluidico, ad hoc para el sistema de 10 entradas que se
muestra en la FIGURA 5. Los chips microfluidicos fueron fabricados utilizando una
microfresadora con control numérico por computadora. L.os chips constan de tres capas
hechas a partir de poli-metilmetacrilato (PMMA) de 1 mm de espesor. A fin de obtener
canales cerrados, las tres capas del chip se laminaron a través de un proceso de

termocompresion asistido por luz UV.

A modo ilustrativo, la FIGURA 7 muestra una fotografia del chip microfluidico
terminado. Con el fin visualizar los microcanales de una mejor manera, los mismos
fueron llenados con una solucion de colorante alimenticio y agua. En esta fotografia se
observan los microcanales y el canal de focalizacion hidrodindmica (9°). Los nameros
(1) vy (2) representan a la fase lipidica y la fase acuosa respectivamente. En esta
FIGURA también se observa una ampliacion de la zona marcada en el recuadro a tin de

visualizar la zona de encuentro de fases.

En el equipo de produccion continua de microfluidica, el bombeo se realiza mediante el

uso de dos microbombas peristalticos de 8 canales. Cada microbomba es impuisada por
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un servomotor, ambas manejadas por un controlador comin. Las microbombas poseen
una cinta microfluidica fabricada en polidimteilsiloxano (PDMS) que contiene a los
tubos flexibles y conecta directamente con el chip y a un conector de entrada. El
conector de entrada se conecta a tubos de politetrafluoroetileno (PTFE) (ID: 0,8 mm /
OD: 1,6 mm; Bola Bohlender, Alemania) fijados al conector por cilindros de silicona
(ID: 1 mm / OD: 3 mm). Los tubos de PTFE estan conectados a su correspondiente
reservorio que contiene los componentes necesarios para la generacion de vesiculas. La
salida del chip microfluidico esta conectada directamente a un tubo de PTFE (también
fijados por un cilindro de silicona) que termina en un reservorio de recoleccidon. Con el
fin de montar todos los componentes se disefié y fabrico una placa base hecha a medida
(maquinada por CNC en PMMA) que contiene a dos microbombas, al chip
microfluidico, a los motores y a los reservorios de entrada y salida. A fines aclaratorios

e informativos la FIGURA 8 muestra una fotografia de la platatforma terminada.

La parte inferior de la fotografia es una ampliacion del area encerrada en ¢l recuadro de
linea punteada de la parte superior, en donde: (a) Controlador de los servomotores, (b)
Servomotor, (c¢) Placa base fabricada en PMMA, (d) Microbomba peristéltica, (e¢) Tubo
de PTFE que conecta el reservorio de entrada con la cinta microfluidica, (f) reservorio
de entrada, (g) cinta microfluidica montada en la microbomba peristaltica, (h) Cilindro

de stlicona que asegura su tubo de PTFE correspondiente al conector de la cinta
microfluidica, (1) Chip microfluidico, (j) tubo de PTFE de salida y (k) reservorio de

salida o recoleccion de resultados.

A continuacion se realiza la caracterizacidn de un chip microfluidico y el equipo de la
Invencion, a través de la demostracion del flujo laminar en los microcanales y
formacion de las interfaces. En este sistema de flujos por focalizacion hidrodinamica el

numero de Reynolds se puede aproximar como:

D
Re=-Q—;1

vA

donde Q es el caudal volumétrico [m3 s™'], Dy es el diametro hidraulico del microcanal
[m], v es la viscosidad cinematica [m* s'] y A es el area de seccién transversal del

microcanal [m”]. Utilizando las dimensiones de los microcanales y considerando agua
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como el fluido de trabajo se obtiene que Re=14, un valor que corrobora que estamos
trabajando en un régimen laminar. La FIGURA 9a muestra una microgratia del chip
microfluidico en la zona del encuentro de fases cuando fluye una solucién acuosa de
colorante alimenticio y agua, ambas a 25 ul min-1. En esta micrografia se confirma

ademas visualmente que ¢l flujo es laminar.

También se realizaron simulaciones mas complejas por método de los elementos finitos
considerando todos los flujos a 25 pl min™ y las propiedades de difusién de etanol en
agua. El resultado de esta simulacion se presenta en la FIGURA 9b y se observa que

coincide con el patron de flujos real que se presenta en la FIGURA 9a.

Sin embargo, la micrografia y la simulacion de la FIGURA 9a y b, respectivamente, son
fotos que fueron tomadas en un tiempo especifico cuando el perfil de distribucion de
concentraciones (PDC) es similar al del estado estacionario. Esto se debe a que la
microbomba peristaltica entrega un flujo pulsatil. A fin de comparar los diferentes PDC
en diferentes momentos, se muestra en la FIGURA 9c¢ la concentracién de etanol
(EtOH) a lo largo de una linea perpendicular a la direccién del flujo del canal principal
(doble flecha blanca en la FIGURA 9b) cuando los PDC son maximos y minimos. En
esta figura, se puede apreciar que los PDC no difieren mucho de un flujo en estado
estacionario. Sin embargo movimiento peristaltico (flujo pulsétil) perpendicular a la
direccién del flujo podria inducir algo de mezcla. El bombeo en nuestro sistema se hace
en fase (ya que todos los servomotores trabajan en sincronia), sin embargo las
diferencias de microfabricacion en los dispositivos pueden dar lugar a diferencias en los
flujos de hasta un 6%, incluso dentro de la misma bomba, por lo que con fines

experimentales podemos considerar que nuestros flujos son ligeramente fuera de fase.

Con el objeto de observar este efecto se realiza otra simulacion adicional del sistema. Se
trazan los PDC a una distancia de 30 mm de la zona de encuentro de fases que se
muestra en la FIGURA 9c, en la curva etiquetada como "salida". A partir de esta

informacién, se puede observar que la mezcla es casi completa a esta distancia.

Con el fin de corroborar experimentalmente que el proceso de mezclado en el equipo de
la invencién es completo al finalizar el canal de focalizacion hidrodindmica (97), se

realizaron experimentos de fluorescencia con analisis de imagenes en condiciones
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representativas de un experimento para generacion de nanovesiculas. Para ello, se
inyectaron en los canales correspondientes a la fase acuosa (2) una solucion 1,5 mM de
fluoresceina en solucién de buffer fosfato salino (PBS) y etanol 90% en los canales

correspondientes a la fase lipidica (1). El un flujo volumétrico de todos los canales se

fija en 25 pl/min.

Se tomaron micrografias en distintas zonas del canal de focalizacién (FIGURA 94, e y
f) con un microscopio de fluorescencia con una camara CCD digital (QIClick;
Qimaging, Canad4), y las mismas fueron analizadas en ImageJ. Con el fin de comparar
los diferentes perfiles de distribucién de concentracién, se analiza en cada posicién la
intensidad de los pixeles, sobre una linea (doble flecha amarilla en la FIGURA 9d, ey {,
se representd graficamente en el grafico embebido en su figura correspondiente. En la
FIGURA 9f podemos observar que la mezcla es casi completa, lo que concuerda con los

resultados predichos por la simulacion que se muestran en la FIGURA 9c, representados

por la leyenda “salida”.

A partir de estos resultados, podemos concluir que mezcla peristaltica en nuestro
sistema se puede despreciar y el PDC seria similar en condiciones de flujo en estado
estacionario, es decir, al flujo que se obtendria con bombas de jeringa. De este modo el
equipo supera un problema clave relacionado con la generacién de los liposomas en los
sistemas  microfluidicos: el uso de bombas de jeringa poco escalables y voluminosas,
que generalmente necesitan ser conectadas a los chips a través de largo conexiones que

generan grandes voliumenes muertos y un control deficiente de liquido.

En la figura 9 se observan dichos resultados (Confirmacién flujo laminar, simulaciones
y analisis de difusién), a saber:

(a) Micrografia de la zona ampliada sefialada en la FIGURA 7. A fines demostrativos la
fase lipidica se reemplaza por colorante alimenticio y la fase acuosa por agua destilada.
(b) Simulacién realizada por método de elemento finito de la misma zona sefialada en la
FIGURA 9a considerando etanol y agua como elementos activos. (c) En esta figura se
muestran los perfiles de concentracién a lo largo de la linea marcada con la doble flecha
blanca en la FIGURA 9b. Micrografias de fluorescencia del canal microfluidico, una
solucion de fluoresceina en buffer PBS y etanol 90% en diferentes posiciones. Las

dobles flechas amarillas indican dénde se hizo cada ajuste: (d) el punto de encuentro
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final de las fases, (¢) entre el punto de encuentro final y la salida (aproximadamente

15mm) y (1) en el final del canal microfluidico (la salida se puede ver a la derecha).

Para mayor aclaracion de la presente invencidn, y la manera que la misma ha de ser
llevada a la practica, se explican a continuacion dos ejemplos de realizacién de los

métodos de la invencion:

1 .- Método de Generacion y encapsulado continuo de nanovesiculas

Preparacion:

Con ¢l objeto de evaluar la capacidad del presente equipo para la generaciéon de
vesiculas se realizé la preparacion de liposomas. Para ello, una combinacién en relacion
molar de 93:3:4 de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDAB) y [metoxi(polietilenglicol)-2000]-fosfoetanolamina
(PEG2000-DSPE) se disolvieron en cloroformo y luego fueron colocadas debajo de un
flujo de nitrogeno para la completa remocién del solvente. El film lipidico fue

reconstituido en etanol al 90% con una concentracion total de lipidos de 40 mM.

Los liposomas fueron generados inyectando 0,5 ml de la solucion reconstituida de
lipidos en etanol en los canales identificados previamente (1) y 0,5 ml de solucién de
PBS en los canales identificados previamente (2). El flujo volumétrico de todos los
canales se fija en 25 pl/min. El resultado se somete a ultrasonido por 30 segundos y

luego se dializa contra HBS 20 mM pH 7 durante toda la noche.

También se preparan liposomas por hidrataciéon de film (método estandar) con el
objetivo de comparar con los obtenidos por nuestro sistema. Para ello, 20 umoles una
combinaciéon en relacion molar de 93:3:4 de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocholina (POPC), bromuro de dimethildioctadecilamonio (DDAB) vy
[methoxi(polietileneglicol)-2000]-fosfoetanolamina (PEG2000-DSPE) se disolvieron en
cloroformo y luego fueron colocadas debajo de un flujo de nitrégeno para la completa
remocion del solvente. El film lipidico se hidrata posteriormente en 1 ml de solucion de

PBS. La preparacion es extruida a través de membranas de policarbonato de 800 nm,
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400 nm y 200 nm de diametro utilizando un equipo extrusor comercial. Finalmente, los

liposomas se someten a 30 segundos de ultrasonido.

Caracterizacion:

El tamafio promedio y el indice de polidispersion de los liposomas se determinaron por
dispersion dindmica de luz (DLS en inglés). Las caracteristicas morfologicas se
observan por microscopia electronica de transmision. Para ello, se vierten algunas gotas
de la solucion conteniendo nanoliposomas sobre una grilla de cobre, se realiza una
tincion negativa con acetato de uranilo al 2% y se observan en el microscopio

electronico de transmision a 160 kV.

Resultados:

El tamafio promedio de los liposomas vacios fue de 90+28 nm con un indice de
polidispersion de 0,165 (FIGURA 10a). Las imagenes de TEM mostraron una

morfologia esférica, tipica de estas particulas y una buena uniformidad de tamafios

(FIGURA 10b).

Estos resultados corroboran la excelente capacidad de nuestro sistema para producir
nanoliposomas sin necesidad de realizar reduccion de tamafio de las muestras. En la
FIGURA 10, se observan los resultados de ejemplo de uso 2, generacion de liposomas
vacios. a) Distribucion de tamafio en nimero de una muestra de nanoliposomas. b)

Imagen TEM de los nanoliposomas de la misma muestra tefiidos con acetato de uranilo

al 2%.

2.- Método de obtencion de nanoliposomas cargados con particulas magnéticas o

nanoliposomas magnéticos

Preparacion:

Con el objeto de validar la capacidad del equipo para la generacion de nanovesiculas y

la encapsulacién simultdnea de particulas en su interior se realizd la generacion de
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nanoliposomas magnéticos, nanoliposomas que encapsulan nanoparticulas magnéticas.
Para ello, una combinacion en relacién molar de 93:3:4 de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fostocolina (POPC), bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) vy
[metoxi(polietileneglicol)-2000]-fosfoetanolamina (PEG2000-DSPE) se disolvieron en
clorotormo y luego fueron colocadas debajo de un flujo de nitrégeno para la completa

remocion del solvente. El film lipidico fue reconstituido en etanol al 90% con una

concentracion total de lipidos de 40 mM.

Los nanoliposomas magneticos fueron generados inyectando 0,5 ml de la solucién
reconstituida de lipidos en etanol en los canales previamente identificados (1) y 0,5 ml
de una solucion de nanoparticulas magnéticas SO-Mag5 en los canales previamente
identificados (2). El método de preparacion de las nanoparticulas fue previamente
publicado [O. Mykhaylyk et al, Pharm. Res., 2012, 29, 1344-1365.]. El flujo
volumétrico de todos los canales se fija en 25 pl/min. El producto obtenido se centrifuga
a 1000 g por 15 minutos para remover las particulas que no fueron encapsuladas.
Finalmente, el producto obtenido se somete a ultrasonido por 30 segundos y luego se

dializa contra HBS 20 mM pH 7 durante toda la noche.

También se preparan liposomas magnéticos por hidratacién de film (método estandar)
con el objetivo de comparar con los obtenidos por nuestro sistema. Para ello, 20 umoles
de una combinacion en relacion molar de 93:3:4 de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fostocholina (POPC), bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) vy
[metoxi(polietileneglicol)-2000] fosfoetanolamina (PEG2000-DSPE) se disolvieron en
cloroformo y luego fueron colocadas debajo de un flujo de nitrégeno para la completa
remociOn del solvente. El film lipidico se hidrata posteriormente en 1 ml de solucién de
nanoparticulas magnéticas. La preparacion es extruida a través de membranas de
policarbonato de 800 nm, 400 nm y 200 nm de diametro utilizando un equipo extrusor
comercial. Finalmente, los liposomas magneticos se someten a 30 segundos de

ultrasonido y se centrifugan a 1000 g por 15 minutos para remover las nanoparticulas

que no fueron encapsuladas.

Caracterizacion:
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El tamafio promedio y el indice de polidispersion de los liposomas magnéticos se
determinaron por dispersion dinamica de luz (DLS en inglés). Las caracteristicas
morfologicas se observan por microscopia electronica de transmisién. Para ello, se
vierten algunas gotas de la solucion conteniendo liposomas magnéticos sobre una grilla
de cobre, se realiza una tincion negativa con acetato de uranilo al 2% y se observan en

el microscopio electrénico de transmision a 160 kV.

La eficiencia de encapsulado de las nanoparticulas se evalia como la relacion

hierro/fostoliptdos en peso de acorde a los métodos reportados [O. Mykhaylyk, Nat.
Protoc., 2, 2007, 2391-2411].

Para evaluar la respuesta magnética de los liposomas magneticos se calcula la velocidad
promedio de los liposomas magneticos expuestos a un campo magnético definido con el

metodo descrito en la publicacion [Conde et. al / Lab Chip 2014].

Resultados:

En la FIGURA 11a y la FIGURA 11c se presentan las distribuciones de tamafios en
numero de las nanoparticulas magnéticas y de los liposomas magnéticos
respectivamente. El tamafio promedio de las nanoparticulas magnéticas y de los
liposomas magnéticos fue de 68+11 nm (PI 0.188) y 158+30 nm (PI 0.180)
respectivamente. El rango de tamafios y el indice de polidispersidon indican que estos

liposomas magnéticos serian adecuados para aplicaciones in-vitro o in-vivo.

La morfologia de las nanoparticulas magnéticas y los liposomas magnéticos fueron
observadas a través de microscopia electronica de transmisiéon (TEM) y se muestran en
la FIGURAS 11b y 11d respectivamente. Las nanoparticulas magnéticas se observaron
mayormente dentro de los liposomas (FIGURA 11d). Las imagenes de TEM de los
liposomas magnéticos mostraron una morfologia esférica, tipica de este tipo de
liposomas y una buena uniformidad de tamafios. Se destaca que la morfologia y el
tamafio de los liposomas magnéticos se mantuvieron sin alteraciones por un mes luego
de su generacion. La relacion en peso hierro/fosfolipidos de los liposomas magnéticos

obtenidos por este equipo fue de 4.1+1.1. Se destaca que los liposomas magnéticos

~20 ~



9

obtenidos por métodos tradicionales (hidratacion de film) mostraron tamafios similares

(145£35; P1 0.17) y similar relacion hierro/tostolipidos (4.1+1.8).

Los liposomas magnéticos presentaron buena respuesta magnética confirmando que
estas nanovesiculas podrian ser usadas para las mismas aplicaciones bioldgicas y

meédicas que los liposomas magnéticos producidos por me€todos tradicionales (FIGURA

lle y 1).

En la Figura 11, se observan los resultados del Método de generacion de nanoliposomas
magneticos, donde (a) DLS nanoparticulas magnéticas (b) Imagen TEM de las
nanoparticulas magnéticas (¢) Distribucion de tamafio en numero de una muestra de
nanoliposomas que contienen nanoparticulas magnéticas en su interior (nanoliposomas
magnéticos) (d) Imagenes TEM de los nanoliposomas magnéticos de la misma muestra
tefiidos con acetato de uranilo al 2% (e) Movilidad magnética: Evolucion temporal de
turbidez normalizada de la suspension de liposomas magnéticos luego de la aplicaciéon
de un campo magnético (f) Fotografias de una suspension de liposomas magnéticos sin
campo magneético (I), y luego de la aplicacion de un campo magnético por minutos (II)

y horas (III).
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REIVINDICACIONES

Habiendo descripto y determinado la naturaleza y alcance de la presente invencion, v la
manera en la que la misma ha de ser llevada a la practica, se declara lo que se reivindica

como 1nvencion y de propiedad exclusiva:

. Un equipo de produccién continua para sintetizar nanovesiculas y/o encapsular
nanoparticulas en nanovesiculas, comprendido por un recipiente contenedor de
solucion de lipidos en fase orgénica (1°), al menos un medio de transporte de fluidos
(3A) para transportar dicha solucién de lipidos en fase organica hasta la entrada de
un sistema de bombeo (6), donde la salida (7) de dicho sistema de bombeo (6) est4
conectada a un dispositivo canalizador y mezclador de microfluidos (10), un
recipiente contenedor de solucion o suspension acuosa (2°), al menos un medio de
transporte de tluidos (3B) para transportar dicha solucién o suspensién acuosa hasta
la entrada de dicho sistema de bombeo (6), donde la salida de dicho sistema de
bombeo (7) estd conectada a dicho dispositivo canalizador y mezclador de
microfluidos (10), el cual contiene surcos que forman al menos un microcanal de
entrada de solucion de lipidos en fase orgdnica (8A), y al menos un microcanal de
entrada de solucidn o suspension acuosa (8B), donde dichos microcanales de entrada
de solucion de lipidos en fase organica (8A) y de solucién o suspensién acuosa (8B)
estan conectados a un microcanal principal (9°) que desemboca en un nodo de salida
de producto (11), y un medio de transporte de fluidos (12) para transportar dicho
producto (13) desde dicho nodo (11) hasta un recipiente de recoleccién de producto
(13°), caracterizado porque dicho sistema de bombeo (6) estd conformado por al
menos una microbomba peristaltica, y dichos microcanales de entrada solucién de
lipidos en fase orgdnica (8A) y de solucién o suspensién acuosa (8B) de dicho
dispositivo canalizador y mezclador de fluidos (10) estan dispuestos en un angulo

agudo con respecto a dicho microcanal principal (9°).

2. Un equipo de produccién continua de acuerdo con la reivindicacién 1, donde al

menos un microcanal (8C) desemboca en al menos uno de dichos microcanales de
entradas de solucion o suspension acuosa (8A) y solucién de lipidos en fase

organica (8B) conformando una ramificacion en forma de delta.
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Un equipo de produccion continua de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dichos

medios de transporte de fluidos (2) (6) (12) son tubos flexibles.

Un equipo de produccidn continua de acuerdo con la reivindicacion 2, donde dichos

medios de transporte de fluidos (2) (6) (12) son tubos flexibles.

Un equipo de produccidon continua de acuerdo con las reivindicaciones 3 y 4,

caracterizado por que dicho dispositivo canalizador y mezclador de fluidos (4) esta

conformado por al menos una capa de polimetacrilato de metilo.

Un meétodo para sintetizar nanovesiculas a través de un equipo de produccion

continua segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se

lleva a cabo:

a. Una etapa de preparacion de reactivos, en la que se deposita una fase de
solucién de solvente organico (1) que contiene lipidos disueltos en un
recipiente contenedor (1°), y una segunda fase de una solucion acuosa (2) en

otro recipiente contenedor (2°),

b. Una etapa de bombeo continuo, a través de una microbomba peristaltica, en
la que se transportan dichos reactivos (1 y 2) en régimen laminar, a través de
uno 0 mas microcanales, desde los recipientes contenedores (1° y 2°) de
dichos reactivos (1 y 2) hacia la entrada de un dispositivo canalizador y

mezclador de microfluidos (10),

c. Una etapa de focalizacioén hidrodinamica, en la que se fuerza la direccion y
el sentido de dichos fluyjos laminares de dichos reactivos (1 y 2) hacia una
zona de reaccion (9), con el fin de intercalar las fases y producir distintas

interfaces de reaccidn en cada punto de encuentro de dichos microcanales,

d. Una etapa de difusion, en la que se produce el auto-ensamblado de las

nanovesiculas en una reaccion termodinamicamente favorable,

~23 ~
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¢. Una etapa de recoleccion, en la que dichas nanovesiculas se acumulan en un
recipiente contenedor (13’) conectado a dicho dispositivo canalizador y

mezclador de microfluidos (10), dando por resultado vesiculas

monodispersas (13) de un tamafio de entre 20nm y 1000nm.

7. Un meétodo para sintetizar nanovesiculas segun la reivindicacién 6, caracterizado
porque en dicha etapa de focalizacion hidrodindmica, en uno o mds microcanales se

produce previamente una etapa de difusién en microcanales conectados a 10s

mismos en forma de delta.

8. Un método para encapsular nanoparticulas en nanovesiculas a través de un equipo

de produccion continua segun cualquiera de las reivindicaciones 1 al 5,

caracterizado porque se lleva a cabo:

a. Una etapa de preparacion de reactivos, en la que se deposita una fase de
solucidn de solvente organico (1) que contiene lipidos disueltos en un
recipiente contenedor (1°), v una segunda fase de una suspension acuosa (2)

que contiene nanoparticulas en otro recipiente contenedor (2°),

b. Una etapa de bombeo continuo, a través de una microbomba peristaltica, en
la que se transportan dichos reactivos (1 y 2) en régimen laminar, a través de
uno o0 mas microcanales, desde los recipientes contenedores (1° y 2°) de
dichos reactivos (1 y 2) hacia la entrada de un dispositivo canalizador y

mezclador de microfluidos (10),

¢. Una etapa de focalizacion hidrodinamica, en la que se fuerza la direccion y
el sentido de dichos flujos laminares de dichos reactivos (1 y 2) hacia una
zona de reaccion (9), con el fin de intercalar las fases y producir distintas

interfaces de reaccién en cada punto de encuentro de dichos microcanales,
d. Una etapa de difusion, en la que se produce el auto-ensamblado de las

nanovesiculas en una reaccidon termodinamicamente tavorable, asi como el

encapsulado de dichas nanoparticulas dentro de dichas nanovesiculas,
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e. Una etapa de recoleccién, en la que dichas nanovesiculas y dichas
nanoparticulas encapsuladas se acumulan en un recipiente contenedor (13°)
conectado a dicho dispositivo canalizador y mezclador de microfluidos (10),

dando por resultado vesiculas monodispersas (13) de un tamafio de entre
20nm y 1000nm.

9. Un meétodo para sintetizar nanovesiculas segun la reivindicacién 8, caracterizado
porque en dicha etapa de focalizacion hidrodinamica, en uno o mas microcanales se

produce previamente una etapa de difusidon en microcanales conectados a los

mismos en forma de delta.

10. Un metodo para encapsular nanoparticulas en nanovesiculas a través de un equipo
de produccién continua segun cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9, donde dichas

nanoparticulas son nanoparticulas magnéticas.
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