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DESCRIPCION
Construccién automatizada capa por capa por TFF de nlcleos multicapa recubiertos
Campo técnico

Esta descripcion se refiere a la fabricacién capa por capa (“LBL”) de productos mediante filtracién de flujo tangencial
(TFF) o similares. En particular, la presente descripcién se refiere a la automatizacién de tal procedimiento, en si
mismo, y a la escalabilidad de la fabricacién de productos, que, en realizaciones ilustrativas, incluye construcciones
microparticuladas tales como vacunas microparticuladas.

Antecedentes

En general, la técnica capa por capa es aquella en la que los sustratos que incluyen particulas se recubren con capas,
tales como capas alternantes de polielectrolitos. Como se describe en la patente US-7.615.530, las peliculas multicapa
electrostéticas capa por capa proporcionan una plataforma para las composiciones inmunogénicas para su uso como
vacunas, por ejemplo. En una pelicula multicapa electrostatica capa por capa (LBL), la deposicién de polielectrolitos
con cargas opuestas sobre una superficie, tal como una particula, proporciona una estructura multicapa estable. Los
epitopos, incluidos los epitopos polipeptidicos, se pueden incorporar en un polielectrolito cargado, tal como un
polipéptido, lo que permite la incorporacién de un epitopo polipeptidico en la pelicula. Las peliculas que contienen los
epitopos se pueden usar para provocar una respuesta inmunitaria y proporcionar proteccién contra un objetivo, tal
como un patdgeno.

El proceso de fabricacién electrostética de LBL es inherentemente repetitivo. Consiste en recubrir la superficie de un
soporte sélido, tal como microparticulas o nanoparticulas, mediante la inmersién del soporte en soluciones de
polielectrolitos, tras lo cual se elimina el exceso de polielectrolitos solubles mediante un simple proceso de intercambio
de disolvente, tal como dialisis. En general, se ejecutan mdltiples ciclos de inmersidn/eliminaciéon hasta que se
consigue una pelicula capa por capa con propiedades deseables, por ejemplo, con un espesor o una estabilidad
suficientes. Pueden utilizarse muchas técnicas para ejecutar etapas de LBL repetitivas, pero la mayoria presentan
condiciones indeseables o son dificiles de automatizar. La automatizacién del proceso de LBL resulta muy preferida
porque reemplaza las acciones humanas, que son una fuente bien conocida de variabilidad en el producto. Ademas,
si el producto de LBL esta destinado a usarse en seres humanos o animales, se prefiere que el proceso se lleve a
cabo en condiciones asépticas para evitar una etapa de esterilizacién terminal que pueda dafiar el producto. En
consecuencia, existe la necesidad de herramientas y métodos automatizados para recubrir particulas utilizando la
técnica de LBL que puedan producir de manera reproducible y consistente un producto de alta calidad adecuado para
Su uso en humanos y animales.

En el documento US 2005/084536 A1 se describe un concepto adicional para la preparacién de microparticulas
recubiertas. Las particulas se forman a partir de un medio liquido que contiene materiales precursores, y las particulas
formadas se separan en un circuito cerrado mediante filtracién de flujo tangencial (TFF).

Resumen

Los problemas e inconvenientes descritos anteriormente, y otros del estado de la técnica, se superan y alivian
mediante la presente construccién capa por capa (“LBL”) de un producto mediante filtracién de flujo tangencial (TFF)
o similares, que incluye la automatizacién controlada por ordenador de tal procedimiento para la produccién de
construcciones microparticuladas.

En consecuencia, se proporciona un sistema para la sintesis automatizada de particulas tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

Los expertos en la técnica apreciaran y entenderan las caracteristicas y ventajas de la presente descripcidén a partir
de la siguiente descripcién detallada y los dibujos.

Breve descripcion de los dibujos

Haciendo referencia a los dibujos ilustrativos en donde los elementos similares estadn numerados de la misma manera
en las Figuras:

la Figura 1A ilustra un dibujo esquemético de un sistema de LBL ilustrativo, equipado con un aparato de TFF;
la Figura 1B es un esquema de un bucle circulatorio de TFF;
la Figura 2 es un gréafico que muestra concentraciones de PLL ilustrativas en el bucle circulatorio de TFF durante la

adicién repetitiva de PLL, seguida de ciclos de permeacién medidos mediante el ensayo de proteinas Pierce™ de
660 nm;
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la Figura 3A muestra mediciones graduales de potencial zeta en microparticulas después del recubrimiento LBL con
homopolimeros de PLL y PGA. El patrén de polaridad alternante indica experimentos de LBL exitosos;

la Figura 3B muestra una deposicién gradual LBL de pelicula ilustrativa, medida mediante anélisis de aminoéacidos
(AAA);

la Figura 3C muestra la dispersién de un lote ilustrativo de particulas de 7 capas, en donde las capas son
homopolipéptidos;

la Figura 4A muestra una imagen de microscopia de particulas de 8 capas que estan bien dispersas;

la Figura 4B muestra una imagen SEM ilustrativa de particulas de 8 capas que incluye una regla de 5,0 pm;

la Figura 4C muestra otra imagen SEM ilustrativa de particulas de 8 capas que incluye una regla de 2,0 pm;

la Figura 4D muestra mediciones graduales de potencial zeta recolectadas en particulas durante la fabricacién de una
microparticula de LBL de 8 capas que tiene un patrén de polaridad alternante observado en experimentos de LBL

exitosos;

la Figura 4E muestra una deposicién gradual de LBL de pelicula ilustrativa durante la fabricacién de un lote de
microparticulas de LBL de 8 capas, medida mediante AAA;

la Figura 4F muestra otra deposicién gradual de LBL de pelicula ilustrativa durante la fabricacién de un lote de
microparticulas de LBL de 8 capas, medida mediante AAA;

la Figura 5 muestra otro sistema de LBL por TFF ilustrativo;

la Figura 6 proporciona un esquema de la red de tubos de bucle cerrado a ensamblar y después montar en el sistema
ilustrado en la Figura 5;

la Figura 7 es una ilustraciéon de un diagrama de sistema ilustrativo segun la presente descripcién;
la Figura 8 es un diagrama de sistema informético ilustrativo;

la Figura 9 es un medio ilustrativo utilizable por ordenador segln las realizaciones ilustrativas descritas en la presente
memoria;

la Figura 10 es otro sistema de LBL por TFF ilustrativo que emplea bombas separadas para suministrar cada reactivo
al bucle de TFF. Las etiquetas de 'apagada' se refieren al paso de flujo hacia adelante cuando las vélvulas
estranguladoras de 3 vias estan en posicién apagada;

la Figura 11 es otra red de tubos de bucle cerrado disefiada para montarse en el aparato mostrado en la Figura 10;

la Figura 12 muestra las cantidades promedio de PLL, PGA y DP incorporadas en las construcciones de
microparticulas usando el método de centrifugacion/aspiracién/resuspensién manual o el método LBL por TFF;

la Figura 13 es otro sistema de LBL por TFF ilustrativo que se usé para fabricar un lote de microparticulas de LBL de
7 capas de homopolimero a una escala de 100 ml (ordenador no incluido en la figura);

la Figura 14 es una fotografia del sistema de LBL por TFF real usado para fabricar un lote de microparticulas de LBL
de 7 capas de homopolimero a una escala de 100 ml (ordenador no incluido en la figura). Se muestran bolsas de
reactivos solubles;

la Figura 15 es un diagrama esquemético de la red de tubos desechables que se pueden ensamblar y esterilizar antes
de su montaje en las diversas vélvulas y pinzas estranguladoras que se muestran en las Figuras 13 y 14;

la Figura 16A muestra una deposicién gradual LBL de pelicula ilustrativa durante la fabricacién de un lote de
microparticulas de LBL de 7 capas fabricado a escala de 100 ml, medida mediante AAA; y

la Figura 16B muestra datos de potencial zeta graduales ilustrativos, medidos en muestras recolectadas durante la
fabricacién de un lote de microparticulas de LBL de 7 capas preparado a escala de 100 ml.

Descripcion detallada
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La siguiente descripcidn proporciona detalles adicionales de realizaciones ilustrativas de la presente descripcion. Sin
embargo, debe entenderse que no se pretende limitar las realizaciones ilustrativas a las formas y detalles particulares
descritos, sino que, por el contrario, las realizaciones ilustrativas deben cubrir todas las modificaciones, equivalentes
y alternativas que se encuentren dentro del alcance de las realizaciones ilustrativas y las reivindicaciones. Los nimeros
similares se refieren a elementos similares a lo largo de toda la descripcion de las Figuras.

Se entendera que, aunque los términos primer(o/a) y segundo/a, etc., pueden usarse en la presente memoria para
describir diversas etapas o calculos, estas etapas o célculos no deben estar limitados por estos términos. Estos
términos solo se utilizan para distinguir una etapa o calculo de otra etapa o célculo. Por ejemplo, un primer calculo
podria denominarse segundo célculo y, de manera similar, una segunda etapa podria denominarse primera etapa, sin
abandonar el ambito de esta descripcién. Como se usa en la presente memoria, el término “y/o0” incluye todas y cada
una de las combinaciones de uno o mas de los elementos indicados asociados.

Como se usan en la presente memoria, se pretende que las formas en singular “un”, “una”y “el/lla” también incluyan
las formas en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se entendera ademas que los términos
“comprende”, “que comprende”, “incluye” y/o “que incluye”, cuando se usan en la presente memoria, especifican la
presencia de caracteristicas, nUmeros enteros, etapas, operaciones, elementos y/o componentes mencionados, pero
no excluyen la presencia o adicién de una o mas de otras caracteristicas, niUmeros enteros, etapas, operaciones,
elementos, componentes y/o grupos de los mismos.

También debe observarse que, en algunas implementaciones alternativas, las funciones/acciones indicadas pueden
producirse fuera del orden indicado en las Figuras. Por ejemplo, dos Figuras mostradas en sucesién, o etapas
ilustradas en cualquier Figura dada, pueden ejecutarse de hecho de manera sustancialmente simultadnea o algunas
veces pueden ejecutarse en el orden inverso, dependiendo de la funcionalidad/acciones implicadas.

De aqui en adelante, se describen en detalle las realizaciones ilustrativas de la presente descripcién.

La construccidén capa por capa (“LBL”) es un proceso en el que se produce una pelicula multicapa a partir de capas
alternantes de polielectrolitos con cargas opuestas, que incluyen, aunque no de forma limitativa, polipéptidos. Las
peliculas multicapa de polielectrolitos son, por lo tanto, peliculas delgadas (por ejemplo, con un espesor que va de
unos pocos nanémetros a micrémetros) compuestas por capas alternantes de polielectrolitos con cargas opuestas.
Dichas peliculas pueden formarse mediante el ensamblaje capa por capa sobre un sustrato adecuado, tal como un
sustrato plano o un nucleo de sustrato. En el autoensamblaje electrostatico capa por capa (LBL), la base fisica de la
asociacion de polielectrolitos es la atraccién electrostéatica. La acumulacién de pelicula es posible porque la polaridad
de la densidad de carga superficial de la pelicula se invierte con la deposicién de capas sucesivas. El ensamblaje LBL
de construcciones microparticuladas que contienen capas polipeptidicas se describe, por ejemplo, en la publicacién
US-2012/0009254. Si bien los procedimientos ilustrativos de la presente memoria emplean capas polipeptidicas
cargadas, pueden emplearse polielectrolitos cargados que no sean polipéptidos.

Segun los procedimientos actuales, al ensamblaje LBL se procede mediante la inmersién de un soporte sélido, tal
como un ndcleo de sustrato, en una solucién de polielectrolito. El soporte sélido tiene una carga superficial neta,
positiva o negativa, y el polielectrolito tiene una carga neta opuesta a la del soporte sélido. Impulsado por la atraccién
electrostética, el primer polielectrolito se ensambla sobre la superficie del soporte sélido. Si la superficie adsorbe una
cantidad suficiente del primer polielectrolito, la superficie adquiere la polaridad, positiva o negativa, del primer
polielectrolito. Cuando se logra esa condicion, puede sumergirse el soporte sélido en un segundo polielectrolito, cuya
carga neta es opuesta a la del primer polielectrolito. El segundo polielectrolito se ensambla en la superficie del soporte
sélido por atraccion electrostatica y, una vez se ha adsorbido una cantidad suficiente de polielectrolito, la carga
superficial neta del soporte sélido se invertird a su polaridad anterior. Las etapas anteriores se pueden repetir hasta
que se construya una pelicula LBL con las propiedades deseadas, por ejemplo, con un grosor o una estabilidad
suficientes. La inversién gradual de la polaridad superficial, generalmente denominada potencial superficial o potencial
zeta, se puede monitorizar y medir mediante técnicas analiticas tales como la dispersién dinamica de luz (DLS). En la
Figura 3A se muestra un gréafico de los potenciales graduales medidos por DLS, en milivoltios (mV), para una
construccién de pelicula LBL electrostatica tipica. La mayoria de las construcciones LBL ilustrativas proporcionadas a
continuacién tienen 7 u 8 capas de polielectrolito, pero debe entenderse que una construcciéon puede tener tan solo 2
capas de polielectrolito o hasta 50 o mas capas.

Durante el ensamblaje LBLE es practica comun usar un exceso de polielectrolito soluble para saturar la superficie del
soporte sélido. Antes de que se pueda introducir el siguiente polielectrolito con carga opuesta, debe eliminarse de la
solucién de inmersién el anterior exceso de polielectrolito. Hay varias formas de realizar esta tarea, incluida la dialisis,
la filtracién al vacio, la filtracién a presién positiva, la centrifugaciéon seguida de aspiracién, y otras. Todas estas
técnicas presentan diversos inconvenientes que las hacen indeseables para su uso en un proceso de fabricacion,
especialmente si el producto estd destinado a ser utilizado en seres humanos o animales.

En el caso de la dialisis, tendria que colocarse el soporte sélido LBL, por ejemplo microparticulas o nanoparticulas, en

una bolsa de membrana de diélisis o un casete de didlisis tras cada etapa de recubrimiento LBL. Un proceso de este
tipo resultaria engorroso, lento y dificil de realizar a gran escala. También seria dificil lograrlo en condiciones asépticas.
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El procesamiento repetitivo LBL en un dispositivo de filtracién por membrana se ha descrito en la bibliografia. En este
proceso, las suspensiones del nlcleo de sustrato, por ejemplo, las suspensiones de microparticulas, se agitan
suavemente sobre una membrana filtrante con poros de tamafio pequefio. Se impulsan un tampén y reactivos solubles
através de la membrana mediante presién de vacio, desde abajo, o presién positiva por gas comprimido, desde arriba,
mientras las particulas permanecen retenidas en la membrana. El propésito de la agitacion es evitar que las particulas
formen una capa de torta y mantener las particulas lejos de la membrana, ya que podrian obstruirse los poros de la
membrana. Este proceso se puede realizar con una agregacién minima de las particulas, pero cada etapa resulta lenta
y tediosa, y es probable que el proceso no sea practico a mayor escala.

La centrifugacién seguida de la aspiracién del sobrenadante y la resuspensién en tampdn es una técnica de uso comun
para realizar la LBL en nlcleos de sustrato, especialmente en los laboratorios de investigacién. Una ventaja de este
enfoque es su simplicidad, ya que se puede realizar en tubos de centrifuga en una amplia variedad de centrifugas
comunmente disponibles. Desafortunadamente, la compactacién de los nlcleos de sustrato durante la centrifugacién
a menudo conlleva agregacién. Ademas, la ampliaciéon de un proceso de centrifugacién generalmente requerira el
procesamiento de multiples tubos en paralelo. Este procesamiento es engorroso y brinda la oportunidad de
contaminacién quimica y biolégica.

En resumen, los métodos actualmente disponibles para realizar ciclos repetitivos de LBL en suspensiones de nucleos
de sustrato adolecen de uno o mas inconvenientes indeseables que incluyen predisposicién a la agregacién, etapas
de intercambio de tampdn que requieren mucho tiempo, manipulacién y/o transferencia excesivas de las particulas
entre etapas, y oportunidades de contaminacién. Ademas, a nuestro entender, los métodos anteriores solo se han
realizado manualmente hasta la fecha, y escalarlos y/o automatizarlos resultaria dificil. Esto aumenta la posibilidad de
que el operador introduzca variabilidad y errores de operador. Por lo tanto, existe la necesidad de un enfoque escalable
para sintetizar particulas LBL en un sistema cerrado con una cantidad minima de participacién directa por parte del
operador.

La filtracién de flujo tangencial (TFF), también conocida como filtracién de flujo transversal, es una técnica establecida
para la separacion de especies en una mezcla de fluidos en funcién de las diferencias de tamafio. En la TFF, se hace
circular una mezcla a través de una superficie de membrana o a través de un filtro de fibras huecas bajo una ligera
presién positiva. En este caso, las expresiones membrana de TFF y filtro de fibras de TFF se usan indistintamente. La
membrana contiene poros con un intervalo de tamafios definidos que permiten que el disolvente se mueva a través
de los poros en una direccidén tangencial al flujo de la mezcla. Las especies solubles o suspendidas que sean mayores
que el tamafio de poro, por ejemplo proteinas, particulas o células, seran retenidas. Al reponer continuamente el
disolvente que penetra a través de los poros de la membrana, se eliminan de la mezcla las especies o solutos mas
pequefios que el tamafio de poro de manera eficiente sin cambiar significativamente el volumen de la mezcla. Mediante
una seleccién juiciosa del tamafio de poro, se puede usar TFF para separar los solutos de bajo peso molecular de las
proteinas, las proteinas solubles de las células, o los polimeros solubles de las microparticulas y nanoparticulas.

Las separaciones de TFF se pueden realizar usando membranas bidimensionales sobre las que se hace pasar la
mezcla. Alternativamente, las separaciones se pueden realizar usando filtros de fibra cilindricos. La mezcla se bombea
a través de la superficie interior del cilindro. Con la ayuda de una diferencia de presién, el disolvente pasara a través
de los poros de la fibra tangencialmente al flujo de la mezcla, transportando solutos mas pequefios, mientras que los
solutos o particulas mas grandes que el tamafio de poro quedaréan retenidos dentro del cilindro. Una ventaja de los
filtros de fibra cilindricos es que se pueden agrupar varias fibras en paralelo, lo que aumenta el area de superficie total
del filtro para aumentar la eficiencia de permeacién o aumentar la escala. El haz de fibras o su equivalente
generalmente esta encerrado en una carcasa que incluye una abertura de entrada a través de la cual puede entrar la
mezcla en el filtro (21 en la Figura 1), una abertura de salida a través de la cual la fraccion retenida puede salir del
filtro (23 en la Figura 1), y una abertura de permeado a través de la cual el permeado puede salir de la carcasa (29 en
la Figura 1).

Una practica preferida durante la TFF es recircular continuamente a través del filtro la mezcla que se esté filtrando.
Una forma conveniente de lograr esto es propulsar la mezcla a través de una trayectoria circulatoria que incluye el
filtro. EI método de propulsién mas comuin es mediante una bomba, por ejemplo, una bomba peristaltica. La trayectoria
puede estar compuesta por tubos, mangueras, tuberias o0 medios de transporte similares. En la mayoria de los casos,
el volumen de la mezcla que se esté filtrando supera la capacidad volumétrica del filtro, por lo que en cualquier
momento dado solo una fraccién de la mezcla ocupara el filtro. La trayectoria también puede incluir un recipiente que
proporciona un volumen adicional y cumple otras funciones, tal como se describe con mas detalle a continuacién. En
este caso, el recipiente se denomina depésito 0, mas especificamente, depésito de particulas. El filtro de TFF y el
depésito, junto con los medios de conexidn (por ejemplo, tubos), pueden moldearse para que adopten la forma de la
trayectoria circulatoria y, en la presente memoria, este conjunto se denomina bucle circulatorio de TFF. En la Figura
1B se muestra un ejemplo de un bucle circulatorio de TFF.

El bucle circulatorio de TFF se puede ampliar con otros elementos. Por ejemplo, una bomba, una vélvula, varias

valvulas, aberturas, puntos de derivacién de trayectoria, basculas, calibradores, incluidos manémetros, y otras piezas,
seglin sea necesario para la aplicacién en particular. También puede incluir maltiples filtros de TFF dispuestos en
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paralelo o en serie, o multiples bombas o mlltiples depésitos dispuestos en paralelo o en serie. El bucle de TFF, junto
con sus diversas ampliaciones, se denomina en la presente memoria aparato de TFF o componente de TFF, y en la
Figura 1 se muestra un ejemplo como elemento 12. Como se describira con més detalle a continuacién, la bomba de
TFF y una o més valvulas que controlan diversos aspectos del proceso pueden ser externas al bucle circulatorio de
TFF, es decir, no entran en contacto directo con la mezcla que pasa a través del bucle.

La fraccion de disolvente que pasa a través de los poros de una membrana de TFF, o un filtro de fibras, y sale del
bucle circulatorio se denomina permeado. El permeado a menudo transporta los solutos fuera del bucle circulatorio,
siempre que sean lo suficientemente pequefios como para pasar a través de los poros de la membrana de TFF. Como
se describié anteriormente, las fibras del filtro de TFF normalmente estan revestidas de modo que el permeado se
acumule dentro de la carcasa y pueda salir a través de una abertura. El flujo de permeado a través de la abertura se
puede restringir o detener con una valvula o una pinza. En este caso, una valvula que controla el flujo de permeado
que sale de un filtro de TFF se denomina vélvula de permeado, y en la Figura 1 se muestra esqueméticamente un
ejemplo como elemento 28.

Ademas del bucle de TFF, el aparato de filtracién de flujo tangencial descrito en la presente memoria comprende una
valvula de permeado, en donde la valvula de permeado esta configurada para realizar selectivamente etapas de
permeacién mediante control por ordenador.

La permeacién es el proceso de eliminacién del disolvente en el bucle circulatorio de TFF al pasar a través de los
poros de una membrana de TFF. La permeacidn se produce cuando se abre la valvula de permeado (por ejemplo, la
28 en la Figura 1) y hay un diferencial de presién a través de la membrana de TFF. El diferencial de presién a través
de la membrana se denomina presién transmembrana (TMP). La bomba de bucle circulatorio de TFF genera una
presién positiva en el lado de luz corriente arriba del filtro y puede ser suficiente para inducir la permeacién. Sin
embargo, con frecuencia se debe aumentar la presién para generar una velocidad de permeacién deseada. Esto se
puede lograr introduciendo una constriccibn en el bucle circulatorio (22 en la Figura 1). Por ejemplo, el
estrangulamiento parcial del tubo circulatorio corriente abajo del filtro de TFF (20 en la Figura 1) provocara un aumento
de la TMP y un aumento de la velocidad de permeacién.

En un aspecto, el componente de filtraciéon de flujo tangencial comprende un dispositivo de medicién para medir la
cantidad de permeado que pasa a través del filtro durante una etapa particular del ciclo de deposicién de
polielectrolitos, e informa al ordenador de control acerca de esos datos. Por ejemplo, el control por ordenador puede
terminar automaticamente una etapa del ciclo de deposicién de polielectrolitos al medir una cantidad de permeado
especificada por el usuario. Opcionalmente, la indicaciéon esta en forma de una sefial procedente de una balanza
electrdnica que mide continuamente la cantidad de permeado que sale del circuito de filtracién de flujo tangencial.

Cuando se abre la valvula de permeado y no se introduce un nuevo tampdn de reemplazo, el volumen del sistema
disminuye en funcién de la cantidad de permeado que se elimina. Esto se denomina con frecuencia una etapa de
concentracién. Cuando se introduce continuamente un nuevo tampén en el sistema durante la permeacion, el volumen
del sistema permanece casi constante. Esto se denomina con frecuencia una etapa de intercambio de tampén o una
etapa de lavado.

La fraccién de disolvente, solutos y particulas suspendidas que no atraviesan la membrana de TFF y quedan retenidas
en el bucle circulatorio se denomina producto retenido. El producto retenido puede salir del filtro de TFF a través de
una abertura, por ejemplo la 23 en la Figura 1, y regresar al depésito desde donde puede recircularse a través del filtro
de TFF.

El movimiento continuo de disolvente, solutos o sélidos suspendidos a través de un bucle circulatorio se denomina
recirculacién. El movimiento es accionado por una bomba, por ejemplo, una bomba peristaltica (por ejemplo, la 18 en
la Figura 1). Cuando el disolvente contiene tanto polielectrolitos solubles como un sustrato suspendido, tal como
microparticulas, esto también se denomina etapa de recubrimiento LBL o etapa de deposicién. La adsorcién de un
polielectrolito, por ejemplo, un homopolipéptido, en un nlcleo de sustrato seguida de la eliminacién del exceso de
polielectrolito constituye un ciclo de LBL o un ciclo de deposicién de polielectrolitos.

El disolvente se define en la presente memoria como el fluido o la mezcla de fluidos que transporta la mezcla de
solutos o particulas suspendidas, o células, o combinaciones de estas a través de diversas trayectorias. El disolvente
es con frecuencia un tampén acuoso, generalmente con un pH neutro o préximo al mismo. En la presente memoria,
los términos disolvente y tampén se usan indistintamente.

Cuando la valvula de permeacién de TFF esta cerrada, puede recircularse la mezcla, cosa que sucede a menudo, a
través de tubos desde el depédsito, a través de la bomba, a través del filtro de TFF y de vuelta al depésito, es decir, a
través del bucle circulatorio de TFF. En la mayoria de las aplicaciones, el bucle circulatorio también pasa a través de
un dispositivo para regular la presién transmembrana. Usando uniones y valvulas, se pueden introducir los reactivos
en el bucle circulatorio de manera eficiente y bien controlada. Por ejemplo, pueden suministrarse de este modo
soluciones concentradas de polielectrolitos o polipéptidos al bucle circulatorio. Las soluciones de reactivos se
dispersan rapidamente por todo el bucle de TFF debido a la dindmica de recirculacién, y la agitacion mecanica del
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depésito puede ayudar a la dispersidn. Por lo tanto, el bucle circulatorio es un entorno conveniente y deseable para
llevar a cabo etapas quimicas en una mezcla, por ejemplo, el recubrimiento de microparticulas con polielectrolitos
solubles.

Una caracteristica clave de la TFF es que los solutos y/o particulas dentro del bucle circulatorio se mantienen en
movimiento constante si asi se desea, y en un volumen controlado y casi constante. En la aplicaciéon especifica de la
adsorcién de polielectrolitos en nanoparticulas o microparticulas durante la fabricacién LBL, esto resulta ventajoso
porque facilita el recubrimiento uniforme de las superficies de las particulas. Ademas, ayuda a evitar que las particulas
se peguen entre si y formen agregados no deseados. Opcionalmente, el componente de filtracién de flujo tangencial
comprende un dispositivo de mediciéon de volumen configurado para informar a un ordenador de control acerca de los
datos de volumen del bucle circulatorio de TFF. En esta realizacion, el sistema comprende opcionalmente un
ordenador de control configurado para mantener el volumen del bucle de la mezcla dentro del componente de filtracién
de flujo tangencial dentro de un intervalo establecido mediante la activacién de una vélvula, o miultiples valvulas, para
aumentar el volumen mediante la adicién de un reactivo o disminuir el volumen mediante permeacién.

Otro aspecto clave de la TFF es que la mezcla que se manipula recircula en un bucle desde un depésito a través de
una bomba, a través del filtro de TFF y después de vuelta a un depésito. Si la bomba es externa a la corriente de flujo
y no entra en contacto directo con el contenido del bucle, como es el caso, por ejemplo, de las bombas peristalticas,
la mezcla esta protegida de la contaminacidn externa, tal como polvo, productos quimicos o contaminantes biolégicos,
tales como particulas de virus, hongos o bacterias. Del mismo modo, si las diversas pinzas y valvulas que controlan
la direccién de las mezclas, que modulan la presién transmembrana y liberan el permeado, son externas a la corriente
de flujo, como es el caso de las valvulas estranguladoras, también estan fisicamente separadas del contenido del
bucle y la mezcla esta protegida de los contaminantes externos. Por lo tanto, el depésito del bucle circulatorio de TFF,
el filtro de TFF y los medios de conexién pueden constituir un sistema cerrado donde su contenido esta protegido. Si
se desea realizar LBL por TFF en condiciones asépticas, p. ej. para fabricar un producto adecuado para su uso en
seres humanos o animales, se puede construir un bucle cerrado de este tipo y, a continuacién, esterilizarlo mediante
tratamiento con calor, radiacién o productos quimicos. El bucle cerrado estéril se monta después en la bomba de TFF
y en las valvulas. La gran ventaja de este enfoque es que, para lograr un entorno aséptico, solo es necesario esterilizar
los materiales del bucle, y no el hardware externo.

Como se describird en mayor detalle a continuaciéon, con el fin de realizar la LBL por TFF, se dispensan uno o mas
reactivos diversos desde un componente colector de adicién de reactivos solubles al bucle circulatorio de TFF
utilizando al menos una valvula controlada por ordenador. Los suministros de reactivos se controlan mediante varias
valvulas y una o mas bombas. Una vez mas, si se utilizan valvulas estranguladoras y bombas peristalticas, no entran
en contacto directo con los reactivos y los reactivos quedan protegidos de los contaminantes externos. La red de tubos
que transportan los reactivos y los diversos recipientes que contienen los reactivos pueden ensamblarse, esterilizarse
mediante tratamiento adecuado y, a continuacién, montarse en el hardware del colector de adicién de reactivos. Una
realizacién principal de la descripcién de la presente memoria es que el colector de suministro de reactivos esta
conectado al componente de TFF. Esta conexidén puede ser un simple tubo o manguera que lleve la salida del colector
de reactivos hasta una parte del bucle circulatorio de TFF, por ejemplo, el depésito de TFF.

El uso de TFF como plataforma para realizar la LBL parece tener otra ventaja sobre otros enfoques. Por ejemplo,
multiples experimentos han demostrado que la cantidad de homopolipéptidos de PLL y PGA depositados en una
pelicula es de entre un 100 y un 250 % mayor con el método TFF que la observada con el método de centrifugacién,
aspiracién y resuspensién manual. La mayor eficacia de la LBL por TFF parece ser un fenémeno general, y se ilustra
en el ejemplo 4 y la Figura 12. Es deseable una mayor eficiencia por varias razones. En primer lugar, los polielectrolitos
polipeptidicos son caros. Una mayor captura de estos valiosos reactivos en la pelicula significa que la cantidad de
péptido que se pierde en el permeado, y que finalmente se descarta, es menor. En segundo lugar, es bien sabido por
el trabajo con polielectrolitos no peptidicos que la estabilidad de la pelicula se correlaciona con el grado de deposicién
de la pelicula, a veces denominado espesor de pelicula. Se prevé que las peliculas mas gruesas tengan una vida Gtil
de almacenamiento més prolongada y otras propiedades de relevancia biolégica. Ademés, una LBL mas eficiente
significa que se alcanzardn mas rapidamente los espesores de pelicula deseados, lo que quizas permita reducir uno
o0 varios ciclos el proceso repetitivo de LBL por TFF. La automatizacién del proceso de LBL por TFF amplia el impacto
de esta ventaja al hacer que la deposicién de la pelicula sea mas predecible y reproducible.

En una parte relevante, la presente descripcion se refiere a la construccién LBL de productos mediante filtracién de
flujo tangencial (TFF), también conocida como filtracién de flujo transversal o similar. En particular, la presente
descripcién se refiere a la automatizacién de tal procedimiento, en si mismo, y a la escalabilidad de la fabricacién de
productos, que, en realizaciones ilustrativas, incluye construcciones microparticuladas y nanoparticuladas.

Como se describird mas adelante, se dispensan uno o més reactivos diferentes utilizando un control por ordenador,
en el bucle de TFF (por ejemplo, el depésito 16 en la Figura 1), segun un sistema informatico para proporcionar el
producto microparticulado deseado. En realizaciones ilustrativas, se usa el proceso de LBL por TFF para preparar una
construccién de vacuna con microparticulas de alta calidad, aunque, por supuesto, este es un producto meramente
ilustrativo.
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Cada ciclo de LBL se lleva a cabo bajo control informético. Si bien se contempla que toda la dispensacién de reactivos
sea automatica, es decir, sin la accién directa del usuario, debe tenerse en cuenta que, si se desea, se puede
contemplar alguna intervencién del usuario. Por ejemplo, un usuario puede desear pausar el proceso para otro
propédsito, tal como extraer una muestra para su analisis para garantizar que se haya completado satisfactoriamente
una etapa antes de continuar con el proceso.

En la presente descripciéon, nos referiremos a los procesos, métodos y sistemas como LBL automatizada o
semiautomatizada por TFF, lo que significa que una o mas etapas estan controladas por ordenador.

El componente de filtracién de flujo tangencial y dicho componente colector de suministro de reactivos solubles estan
configurados para realizar la formacién automética capa por capa de peliculas multicapa que contienen una pluralidad
de capas de polielectrolitos con cargas opuestas, en donde al menos un ciclo de deposicién de polielectrolitos se
automatiza al menos parcialmente mediante el control por ordenador de las etapas de permeacién por filtraciéon de
flujo tangencial y mediante el control por ordenador del suministro de varios reactivos desde dicho componente colector
de suministro de reactivos solubles.

Especificamente, un sistema para la sintesis automatizada de particulas, conteniendo las particulas al menos una
capa de polielectrolito depositada sobre un ndcleo de sustrato, comprende

un componente de filtraciéon de flujo tangencial que comprende un bucle de TFF y una valvula, estando la valvula
configurada para realizar selectivamente etapas de permeacién mediante control informético, en donde el bucle de
TFF comprende un depdsito de particulas para los ndcleos de sustrato, un filtro de TFF y un medio para conectar el
depésito de particulas y el filtro de TFF; y

un componente colector de adicién de reactivo soluble, en donde el suministro del reactivo soluble desde el
componente colector de suministro de reactivo soluble al componente de filtracién de flujo tangencial se controla
mediante al menos una valvula controlada por ordenador, en donde el reactivo soluble comprende el polielectrolito.

El aparato incluye dos componentes principales, el bucle circulatorio de TFF y un colector de adicién de reactivos
solubles. Haciendo referencia ahora a la Figura 1, vemos dicha divisién, con el bucle de TFF ilustrado generalmente
con la referencia 12, y con el colector de suministro de reactivos ilustrado generalmente con la referencia 14.

La valvula de permeado y la valvula controlada por ordenador del componente colector de adicién de reactivos solubles
estan completamente automatizadas. En este caso, una valvula totalmente automatizada es una vélvula accionada
electrbnicamente que se activa, por ejemplo, se abre o se cierra, bajo control informético y sin iniciacién por parte del
usuario.

Especificamente, en las realizaciones descritas en la presente memoria, haciendo referencia a la Figura 1, un bucle
de TFF ilustrativo incluye un depésito 16 de particulas, una bomba 18 de TFF, un filtro 20 de TFF y un regulador 22
de presién TMP, con el bucle regresando a un depésito 16. Una véalvula 28 de permeado controla la liberacién del
permeado desde el filtro de TFF a un receptaculo 26 de desechos. En realizaciones ilustrativas, un ordenador que
acompafia a la TFF monitoriza las presiones del filtro y el volumen de permeado, y puede emitir instrucciones
selectivamente al dispositivo. Como en la realizacién ilustrativa ilustrada, el trayecto desde el dispositivo TMP hasta el
depésito puede incluir una abertura 24 de muestras.

En un aspecto, el sistema proporciona un paso de flujo continuo para la sintesis de particulas. Opcionalmente, la
valvula de permeado, la valvula controlada por ordenador del componente colector de adicién de reactivos solubles y
las bombas opcionales del sistema son externas al paso de flujo continuo. Es decir, estos componentes no entran en
contacto directo con el contenido del bucle circulatorio de TFF ni con ninguno de los reactivos solubles suministrados
desde el colector de adicién. El paso de flujo continuo estd compuesto por el filtro de TFF, el depésito de particulas y
los medios de conexién. El paso de flujo continuo comprende opcionalmente segmentos y uniones de tubos,
incluyendo uniones de 3 vias que conectan los reactivos al bucle circulatorio de TFF. Los ejemplos de redes de tubos
de bucle cerrado que se muestran en la Figura 6, la Figura 11 y la Figura 15 también son ejemplos de pasos de flujo
continuo.

En realizaciones ilustrativas, el bucle 12 de TFF se carga con una suspensién de particulas de CaCOsque se mantiene
en modo recirculatorio constante durante todo el proceso. La turbulencia creada por el flujo de particulas a través del
bucle puede ser suficiente para mantener una suspensiéon bien dispersa. Alternativamente, se puede adicionar
agitacién mecénica de la suspensién en el depésito de particulas para garantizar una buena dispersion.

El suministro del reactivo soluble desde el componente colector de suministro de reactivos solubles al componente de
filtracion de flujo tangencial se controla mediante al menos una valvula controlada por ordenador. En la Figura 1, la
valvula controlada por ordenador es V5 con la referencia (44). En un aspecto, el componente colector de suministro
de reactivos solubles comprende varias vélvulas controladas por ordenador para el suministro de varios reactivos. Los
diversos reactivos solubles incluyen polielectrolitos con cargas opuestas, por ejemplo. En ciertos aspectos, el
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componente colector de suministro de reactivos solubles comprende el suministro controlado por ordenador de un
tampdn de lavado al receptaculo de desechos, al componente de filtracién de flujo tangencial, 0 a ambos.

Ademés de la suspensién de microparticulas de CaCOs, que puede introducirse manualmente o, en realizaciones
ilustrativas, automéaticamente antes de las etapas de LBL, los reactivos solubles afiadidos durante la TFF gradual a
través del componente colector de adicién de reactivos solubles pueden ser, por ejemplo, soluciones madre de
polielectrolitos concentradas y tampén de lavado.

Hay multiples maneras en las que pueden propulsarse los reactivos desde el componente colector de reactivos
solubles (de manera automatizada parcial o totalmente) hasta el bucle circulatorio de TFF, incluyendo el bombeo, la
gravedad, una jeringa o gas comprimido. De estos métodos, el bombeo peristéltico y la gravedad proporcionan una
buena compatibilidad con los sistemas estériles de bucle cerrado. En un aspecto, el componente colector de suministro
de reactivos solubles comprende al menos una bomba configurada para impulsar el reactivo soluble a través de un
trayecto que contiene una o més valvulas activadas por ordenador hasta el depésito de particulas.

Cuando se usan bombas peristalticas para el suministro de reactivos, se pueden usar bombas separadas para cada
reactivo o una sola bomba con cabezales de bomba separados o canales separados en un solo cabezal de bomba
para cada reactivo. La ventaja de las bombas separadas es que cada una se puede activar independientemente de la
otra y las velocidades de las bombas se pueden variar de forma independiente. Las principales desventajas de las
bombas separadas son su costo, su tamafio y la necesidad de un control electrénico individual. La principal ventaja
de una sola bomba con mililtiples cabezales o multiples canales es que reduce la cantidad de bombas independientes
que es necesario adicionar al colector de suministro de reactivos. Esto reduce los costos y el tamafio total del
dispositivo, las posibles fuentes de fallas en el proceso, y simplifica el disefio electrénico y los comandos de control
por ordenador. En una configuracién con mlltiples canales, los reactivos se pueden recircular a la velocidad deseada
en un bucle y se pueden suministrar al bucle de TFF en el momento y en la cantidad deseados abriendo una o mas
valvulas estranguladoras durante un periodo de tiempo fijo. Se puede apreciar que los dos enfoques son
intercambiables, y un profesional puede elegir el que mejor se adapte al propésito.

Como ejemplos, se contemplan vélvulas estranguladoras activadas eléctricamente, por ejemplo, valvulas de 2 y 3 vias
de Cole Parmer, Inc., debido a su simplicidad y adaptabilidad a diferentes tamafios y materiales de tubo. Ademas, las
valvulas estranguladoras no entran en contacto con las soluciones que se mueven a través de los tubos y, como tal,
no pueden contaminar el contenido de los tubos. Las valvulas estranguladoras son valvulas excelentes para controlar
el suministro o la circulacién de volumenes de aproximadamente 1 mla 100 L. Las valvulas méas grandes con diferentes
disefios pueden sustituirse para controlar volimenes mas grandes de aproximadamente 0,1 L a 1000 L, o méas. Una
valvula de 2 vias alterna entre encendida y apagada, o abierta y cerrada. Por convencién, un tubo que pasa por una
valvula de 2 vias esta estrangulado o cerrado cuando la valvula esté apagada, y esté abierto o no estrangulado cuando
la valvula estd encendida. La vélvula se enciende mediante el suministro de CC a la misma, y esto se controla
facilmente mediante una placa de relés y, si se desea, un ordenador. Con una valvula de 3 vias, hay una uniénen T
o Y que divide el tubo en cualquiera de las dos direcciones. Cuando se apaga la valvula, se estrangula y cierra una de
las direcciones con un pistén y se abre la otra direccién. Cuando se abre la vélvula mediante el suministro de CC, el
pistéon se mueve, abriendo la primera linea y cerrando la segunda.

En un aspecto, el componente colector de suministro de reactivos solubles comprende un dispositivo de medicién de
reactivos configurado para indicar el volumen o el peso del reactivo soluble administrado o no administrado. El
dispositivo de medicién esta configurado opcionalmente para transmitir datos a un ordenador con el fin de registrar los
tiempos y las cantidades del reactivo soluble suministrado.

Las placas de relés, las fuentes de alimentacién y las bombas peristélticas son Utiles como ejemplos de colectores de
suministro de reactivos. El cableado de las distintas valvulas estranguladoras, para que puedan ser controladas
mediante un ordenador, puede ser ensamblado por alguien con conocimientos eléctricos y técnicos razonables
utilizando suministros electrénicos habitualmente comercializados. Las valvulas y la alimentaciéon de CC necesarias
para hacer funcionar las valvulas estan conectadas a una placa de relés multicanal que, a su vez, esta conectada a
un ordenador mediante un cable USB. El software facilmente disponible que se comercializa con la placa de relés se
utiliza para escribir la secuencia de comandos que se envian a la placa de relés, que enciende o apaga valvulas
especificas en las secuencias de tiempo deseadas.

A continuacién se describe una posible configuracion ilustrativa para el suministro de reactivos:

Para el suministro de los homopolipéptidos (HP) con carga opuesta, el acido poli-L-glutamico (PGA) (32 en la Figura
1) y la poli-L-lisina (PLL) (34 en la Figura 1), una opcién es una bomba peristéltica Unica con cabezales dobles (36) de
bomba. Debido a que los cabezales de bomba estan acoplados, ambos funcionan a la misma velocidad y cada cabezal
bombea su respectivo reactivo con el caudal deseado (téngase en cuenta que esto es simplemente una realizacién
ilustrativa). Usando dos valvulas de 3 vias para cada reactivo, por ejemplo, el PGA se controla mediante las valvulas
V3yV4(31y33enlaFigura 1),y la PLL se controla mediante las valvulas V1 y V2 (35y 37 en la Figura 1), se puede
hacer funcionar una bomba de cabezales dobles a una sola velocidad durante todo el proceso de TFF.
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Antes de comenzar con los ciclos de LBL, las lineas que transportan los HP de PLL y PGA de se pueden cebar con
soluciones madre de HP. El cebado se realiza mediante instrucciones informéticas que abren y cierran
alternativamente las valvulas V1-V5 (31, 33, 35, 37, 44) de 3 vias.

En casos ilustrativos, la mayoria de las veces, el material de HP se recircula a través de un bucle corto alrededor y a
través del cabezal de bomba. Cuando se requiere una alicuota de soluciéon de HP para la siguiente etapa de LBL, se
cambian las valvulas de 3 vias para ese cabezal de bomba al colector principal y se impulsa un bolo de reactivo al
depésito de particulas de bucle de TFF (16 en la Figura 1). Haciendo referencia a la Figura 1, cuando las vélvulas V1-
V4 (31, 33, 35, 37) estan apagadas, las soluciones de las lineas se recirculan a través de los bucles. Cuando se
requiere el suministro de una alicuota de soluciéon de PLL al bucle de TFF, se accionan las valvulas V1, V2 y V5 (35,
37, 44) mediante control informatico, redirigiendo la solucién de PLL para que fluya a través de la salida y hacia el
depésito de particulas. Cuando se suministra la cantidad correcta, se apagan las véalvulas y la PLL vuelve al modo
recirculatorio. Las ventajas de este enfoque incluyen el hecho de que se puede usar una sola bomba de cabezales
multiples que funcione a una velocidad establecida para suministrar hasta cuatro reactivos separados sin necesidad
de instrucciones a la bomba desde un ordenador.

Los factores que determinan si la cantidad deseada de reactivo se suministra al bucle recirculatorio son la velocidad
de la bomba, el didmetro de los tubos, el periodo de tiempo durante el cual estén abiertas las vélvulas necesarias para
el suministro, y la longitud del trayecto desde la bomba hasta el bucle circulatorio. Este ultimo factor a menudo se
denomina volumen muerto, y debe tenerse en cuenta al desarrollar un método para el suministro de reactivos. En
general, los volimenes muertos se rellenardn o cebaran con tampdn de lavado en el momento en que se dirija un
reactivo al bucle circulatorio, y se sustituirdn por una solucién reactiva durante la etapa de adicién con la V5 y la V6
(42 y 44 enla Figura 1). Este volumen puede introducirse en el bucle mediante un tampén o desplazarse a un recipiente
de desechos, también mediante un tampén. En general, los volimenes muertos se descargaran al receptéaculo de
desechos para no diluir innecesariamente el volumen de recirculacién, excepto cuando se trate de un reactivo
particularmente valioso, tal como un polipéptido sintetizado quimicamente. En este caso, puede introducirse en el
bucle circulatorio con un tampdn activando las vélvulas apropiadas. Los volimenes muertos se pueden minimizar
usando tubos de menor longitud o tubos con diametros pequefios, segln sea practico para una aplicaciéon en particular.
En algunos casos, los volumenes muertos pueden equivaler solo a una pequefia cantidad, por ejemplo, del 1 % al 5 %
de la cantidad total suministrada, y a veces pueden ignorarse. Para garantizar que se suministren volimenes precisos
de reactivos, se calibran la velocidad de las bombas y las valvulas. Por lo general, la velocidad de las bombas se elige
de modo que se pueda lograr un suministro de HP en un periodo corto de tiempo, hormalmente menos de un minuto.
Por ejemplo, si se desea una alicuota de 5,0 ml de PLL, una velocidad de bombeo conveniente puede ser una que
suministre 40 ml/min (0,667 ml/seg). A esa velocidad de bombeo, la apertura de las vélvulas V1, V2 y V5 (35, 37, 44
en la Figura 1) durante 7,5 segundos suministrard 5,0 ml en el trayecto hacia el depésito. Por supuesto, la cantidad
real que llega al depésito puede ser inferior a 5,0 ml debido al volumen muerto a lo largo de ese trayecto. Si el volumen
muerto medido fue de 1,0 ml, el tiempo durante el que se abren las valvulas puede aumentarse a 9,0 segundos, de
modo que lleguen 5,0 ml al depésito y 1,0 ml permanezca en el trayecto de volumen muerto y, finalmente, se
descargue al receptéculo de desechos. O, como se mencion6 anteriormente, los volimenes muertos se pueden
minimizar hasta el punto en que sean insignificantes en comparacién con el volumen suministrado.

De forma ventajosa, el reactivo soluble (por ejemplo, polielectrolito) se suministra al componente de filtracién de flujo
tangencial y se mezcla bien de modo que la concentracion de polielectrolito sea predecible y reproducible. Durante las
pruebas del sistema, se miden opcionalmente los volimenes reales suministrados para confirmar la cantidad deseada
y se ajustan en consecuencia las velocidades de las bombas y/o los tiempos de apertura de las valvulas. En general,
es una tarea sencilla calibrar los suministros de polielectrolito con una precisiéon de +/ -20 % de la cantidad deseada.
De hecho, se pueden alcanzar facilmente precisiones de entre +/-10 % o incluso +/-5%. Como se ha descrito
anteriormente, el recubrimiento LBL de sustratos con HP, por ejemplo, se realiza a menudo con un exceso de péptido,
de modo que el sustrato se satura con HP. En condiciones de saturacién, la cantidad de HP depositada durante una
etapa de recubrimiento con LBL es relativamente insensible a las fluctuaciones en la concentracién de la solucién de
HP. Por lo tanto, la precisién del suministro de reactivos a menudo no es critica para la calidad del producto y pueden
ser suficientes precisiones de suministro de aproximadamente +/-20 %. Para otras etapas, particularmente aquellas
donde la deposicién se realiza a concentraciones por debajo de la saturacién, puede requerirse un mayor nivel de
precision. En ciertos aspectos, la concentracién deseada de polielectrolito, p. ej. polipéptido, es de aproximadamente
0,2 a2,0 mg/ml.

Si bien lo anterior describe bombas de doble cabezal y bucles recirculatorios, en la presente memoria se contemplan
otras realizaciones, por ejemplo, bombas individuales para cada reactivo, ausencia de bucles recirculatorios, etc. A
escalas de fabricacién mas grandes, pueden preferirse tales configuraciones. El aspecto clave de cualquiera de los
enfoques es que, bajo el control del ordenador, se suministra el reactivo correcto al bucle circulatorio de TFF en el
momento deseado y en la cantidad deseada.

El bucle circulatorio de TFF (12 en la Figura 1) estd acoplado al colector (14) de suministro de reactivos. Este
acoplamiento puede suceder en cualquier parte del bucle y, en esta versién, el acoplamiento se realiza en el depésito
(16) de TFF. Un experto en la técnica puede ensamblar el bucle circulatorio de TFF a partir de varios componentes
disponibles, o bien puede comprarse el mismo a un proveedor como una unidad completa. Spectrum Labs (Rancho
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Dominquez, CA) o Pall Corporation (Port Washington, NY) comercializan sistemas adecuados, y estos sistemas
pueden funcionar en un amplio intervalo de escalas. Por ejemplo, el sistema KrosFlo® Research I, comercializado
por Spectrum labs, resulta adecuado para basculas de 0,002 a 10 L, mientras que el sistema KrosFlo® Pilot Plus
resulta adecuado para basculas de 10 a 5000 L.

Haciendo referencia a la Figura 1, los componentes ilustrativos de un aparato de TFF son la bomba (18) de TFF, un
dispositivo de presion transmembrana (TMP, 22), la valvula (28) de permeado y el bucle circulatorio de TFF que incluye
el filtro (20) de TFF o membrana filtrante, una salida (29) de permeado y un depésito (16) de particulas. El dispositivo
de TMP crea un diferencial de presidén entre las superficies interna y externa del filtro de TFF y potencia el flujo de
permeado a través de fibras o una membrana filtrantes. La TMP se puede aumentar o disminuir seglin se desee para
aumentar o disminuir el caudal de permeado a través de los poros. El caudal de permeado a menudo se denomina
velocidad de flujo, y se mide en términos de unidad de volumen por unidad de area de superficie de filtro por unidad
de tiempo. Por ejemplo, una velocidad de flujo de 1,0 litro por metro cuadrado por hora (L/m?/h) o 1,0 LMH significa
que un filtro de fibras con una superficie de 1,0 m? producira 1,0 L de permeado en 1,0 hora.

La abertura de permeado (29 en la Figura 1) y la valvula (28) permiten que el permeado salga del bucle circulatorio de
TFF. Cuando la valvula de permeado esta cerrada, el contenido del sistema de TFF recircula y el volumen normalmente
se mantiene constante. El volumen de recirculacién se denomina con frecuencia el producto retenido. También se
conoce como volumen de bucle de TFF. Cuando la valvula esta abierta, el permeado puede pasar a través de los
poros del filtro de fibras de TFF (20 en la Figura 1). Cuando no se afiaden reactivos o tampones adicionales al sistema,
el volumen total del producto retenido se reduce en funcién de la cantidad de permeado que sale del sistema. Esto se
denomina etapa de concentracién y es til durante la LBL para que el volumen total del sistema, que puede haber
aumentado debido a la adicién de solucién de HP, solucién de DP o tampén, vuelva a su nivel deseado.

La bomba de TFF impulsa el producto retenido a través del bucle circulatorio de TFF. Suele ser una bomba peristaltica
con velocidad de bombeo ajustable. La velocidad se puede ajustar para lograr un efecto deseado, tal como una mezcla
uniforme del producto retenido, o para lograr una velocidad de cizallamiento determinada de la superficie del filtro a
fin de minimizar el ensuciamiento. Las bombas peristalticas resultan deseables porque son externas al bucle y no
entran en contacto directo con el contenido del bucle y, como tales, son Utiles para el procesamiento aséptico. También
se pueden usar bombas de jeringa o bombas de pistdn, pero dado que entran en contacto directo con el contenido del
bucle, generalmente requieren procedimientos especiales de limpieza y esterilizacién para que sean aptas para el
procesamiento aséptico.

El depésito de bucle circulatorio de TFF (16 en la Figura 1) sirve para diversos propdsitos. En primer lugar, el volumen
del depésito puede ser grande o pequefio, pero a menudo resulta Util que su volumen sea mayor que el volumen del
resto del bucle circulatorio de TFF. En estas condiciones, la mayor parte del producto retenido ocupara el depésito en
un momento determinado, por lo que es un lugar conveniente para adicionar reactivos, especialmente con el fin de
llevar a cabo una etapa quimica, tal como la fabricacién de una pelicula LBL. Si el caudal de la bomba de TFF es
suficiente, puede crear suficiente turbulencia en el depésito para mantener su contenido bien mezclado, pero si se
desea una mezcla adicional, puede equiparse con un sistema agitador mecénico tal como, por ejemplo, una barra
agitadora magnética (por ejemplo, la barra 76 agitadora de la Figura 6), un agitador mecénico aéreo, una mesa
agitadora orbital, u otros, para mantener bien mezclado el contenido del depésito. Ademés, a medida que el resto del
bucle de TFF se llena con producto retenido, el depésito puede proporcionar lastre y adaptarse a los aumentos o
disminuciones en el volumen del producto retenido que se produzcan durante el procesamiento. Estos cambios de
volumen se pueden gestionar de forma activa tal y como se describe a continuacién.

Un aspecto clave del recubrimiento automatizado de nucleos de sustrato (por ejemplo, LBL) por TFF es la capacidad
de controlar y mantener el volumen de suspensién de particulas que circula a través del bucle de TFF. En general, es
deseable mantener este volumen cerca de un nivel constante durante todo el proceso. En la practica, hay fluctuaciones
en los volumenes totales del bucle circulatorio de TFF. El suministro de una alicuota de solucién de HP al bucle de
TFF aumenta el volumen total en esa cantidad. En general, no resulta deseable aumentar el volumen de forma
acumulativa a lo largo de las etapas de LBL, por lo que se puede optar por restar ese volumen durante una etapa de
concentracién, por ejemplo, en el extremo frontal de la etapa de permeacidn posterior. Esto se puede realizar abriendo
una valvula de permeado ilustrativa (28 en la Figura 1) mientras la valvula (41) de suministro de tampén de lavado
esta cerrada hasta que el volumen haya vuelto a su volumen anterior. Las etapas de concentracién pueden
incorporarse en ciclos LBL automatizados y ejecutarse bajo control informatico.

En experimentos ilustrativos, se evitan los ajustes programados del volumen del bucle de TFF porque se ha
descubierto que el volumen del bucle se autorregula. En el Ejemplo 3 se describe un ejemplo de esto. Se afiadié a un
volumen inicial de aproximadamente 20 ml de particulas de CaCOs una alicuota de 5,0 ml de solucién de PLL. Dado
que la adicion se realizé mientras la valvula de permeado (28 en la Figura 1) estaba cerrada, el volumen total del
producto retenido aumenté a aproximadamente 25 ml. Después de cinco minutos de recirculacién, se abre la valvula
V7 (28) de permeado y aproximadamente 5 ml de permeado salen del filtro hasta el receptaculo de desechos. La
fuerza impulsora de este primer bolo de permeado supone un ligero aumento de la presién provocado por la adicién
de PLL. Las vélvulas de suministro de tampén V5 y V6 (44, 42) se abren entonces para permitir la entrada de tampén.
El permeado que sale del sistema crea un pequefio vacio en el depdsito de particulas que atrae el tampén hacia
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dentro. Mientras el bucle de TFF no esté ventilado, las fluctuaciones temporales de la presién del bucle actuan para
regular el volumen del bucle de TFF a aproximadamente 18 a 25 ml por ciclo.

La autorregulaciéon del volumen del bucle de TFF descrita anteriormente puede no ser suficiente a escalas de
fabricacién mas altas. En algunos casos, es posible que sea necesario gestionar activamente el volumen del sistema
de TFF mediante etapas de concentracién o adicion de tampén. La regulacion automatizada del volumen de retencién
puede requerir la monitorizacién electrénicay la notificacién del volumen de retencién al control informatico. Se pueden
usar sensores 6pticos o balanzas digitales (por ejemplo, 94 en la Figura 10) para enviar informacién del volumen del
bucle de TFF a un ordenador. Después, el ordenador responde en tiempo real, aumentando o disminuyendo el
volumen del producto retenido abriendo y cerrando las vélvulas apropiadas hasta alcanzar el intervalo de volumen
objetivo. Tal control puede requerir cableado adicional para las rutinas de los sensores y del ordenador, que puede
ser proporcionado por un ingeniero eléctrico con experiencia normal en la técnica.

Para la fabricacién de productos estériles, es ventajoso que todas las etapas se realicen en un sistema estéril de bucle
cerrado para excluir contaminantes quimicos y biolégicos, tales como bacterias. Durante las etapas de adicién de
reactivos, las etapas de concentracién de suspension y otras operaciones, el volumen circulatorio en el bucle de TFF
puede aumentar o disminuir. En condiciones de sistema cerrado, esto puede crear fluctuaciones en la presion interna
del sistema, lo que puede cambiar la dindmica del proceso de TFF de manera indeseable. Estos cambios se revelan
durante el desarrollo y las pruebas de los métodos, y pueden gestionarse. Por ejemplo, pueden adicionarse lineas de
ventilacién al componente de filtracién de flujo tangencial y/o al colector de suministro de reactivos solubles, y operarse
las mismas con valvulas estranguladoras (46 en la Figura 1). Opcionalmente, los respiraderos estan controlados por
ordenador. La ventilaciéon puede realizarse con respecto al entorno externo a través de una membrana filtrante estéril
o internamente con respecto a un volumen de balasto en forma de diafragma o bolsa plegable, o pueden idearse otros
enfoques que protejan el sistema frente a la contaminacién. Un ejemplo de respiradero interno es la valvula V10 de la
Figura 13, que permite que el exceso de presion escape al recipiente de desechos. Las etapas de ventilacién se
pueden adicionar a un proceso automatizado en momentos predefinidos cuando se desee. Alternativamente, pueden
proporcionarse transductores de presidén para enviar retroalimentacién en vivo a un ordenador de control, que puede
responder y mantener la presién dentro de un intervalo, definido por el usuario, abriendo o cerrando las valvulas de
ventilacién. En otros casos, las fluctuaciones de presién son deseables y no se requiere ventilacion. Por ejemplo, en
el sistema autorregulador descrito anteriormente, el permeado que sale del sistema crea un ligero vacio que atrae el
tampdn de reemplazo al depésito de particulas sin necesidad de bombeo o mediciones. Por lo tanto, la necesidad de
una gestién activa de la presién del circuito interno dependera del alcance y la escala del proceso.

Haciendo referencia nuevamente a la Figura 1, se ilustran a modo de una configuracién ilustrativa el colector (14) de
suministro y el bucle circulatorio (12) de TFF. En esta realizacién ilustrativa, ocho vélvulas (V1-V8) estan controladas
por ordenador y operadas mediante un simple c6digo escrito personalizado. Los HP solubles de PGA (32) y de PLL
(34) son bombeados por una bomba peristaltica (36) de doble cabezal y recirculan a través de bucles cortos (38, 40)
hasta que son solicitados por el ordenador, que activa las valvulas V1-V4 de 3 vias apropiadas (31, 33, 35y 37). En
este caso, el tampén de lavado se suministra por gravedad a través de la valvula V6 (42) al receptaculo de desechos
o por succién al depésito de particulas a través de la valvula V5 (44). Como se analiz6 anteriormente, el DP se puede
administrar mediante una jeringa (o autométicamente) durante la etapa final de LBL por una abertura (30) en la linea
de entrada. En el bucle de TFF, las particulas pueden recircular de forma continua durante todo el proceso. Las etapas
de permeacién (lavado) pueden controlarse mediante la valvula V7 (28). Las muestras en suspensién de particulas se
pueden recolectar para su analisis, segln se desee, durante cada etapa de LBL mediante una jeringa en una abertura
(24) de muestras ilustrativa.

A continuacién se muestra un proceso ilustrativo:
Ejemplo 1 Precipitaciéon de microparticulas de CaCOs para su uso como nucleos de sustrato

Se us6 una versién modificada de los métodos de precipitacién conocidos en la técnica. Se afiadieron 20 ml de CaCl
0,33 M a una solucién agitada rapidamente de 20 ml de Na2COs 0,33 M, que contenia 1,0 mg/ml de sal sédica de
acido poli-L-glutamico (Sigma-Aldrich, nimero de catélogo P4636). La mezcla precipitada de microparticulas de
CaCOsse agitd a 700 rpm durante 40 segundos. Las particulas se examinaron en un microscopio con un aumento de
40x y se observé que en su mayoria eran particulas esféricas de 3-4 um de diametro. La suspension se transfirié a un
tubo de centrifuga y se centrifugdé a baja velocidad hasta que todas las particulas visibles quedaron granuladas. El
sobrenadante se aspird y las particulas se suspendieron en 20 ml de tampén HEPES 10 mM, pH 7. Las particulas se
centrifugaron de nuevo, el sobrenadante se aspir6 y después se suspendié nuevamente en 20 ml de tampén HEPES.
La suspensidn resultante de CaCOs al 3 % se usé directamente en un posterior experimento de LBL, o se almacend
a 4 °C y se us6 durante varios dias. Las microparticulas preparadas mediante este procedimiento contienen PGA
como primera capa de HP de LBL, y esto se confirmé midiendo el potencial superficial zeta de las particulas
suspendidas en un tampén de pH 7,0 (Figura 3A) y mediante anélisis de aminoacidos (Figura 3B). Los valores de
potencial zeta tipicos son de aproximadamente -15 a -30 mV, medidos en un Zetasizer de Malvern Instruments.

Ejemplo 2: Control semiautomético del suministro de HP de PLL y posterior eliminacién del exceso de HP mediante
permeacién de TFF
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Se usd un aparato construido esencialmente como se describe en la Figura 1. Las valvulas estranguladoras se
conectaron mediante una placa de relés a una fuente de alimentacién de CC. La distribucién de la energia a las
valvulas se controlé6 mediante un ordenador conectado a la placa de relés. El cédigo se escribié para ejecutar las
distintas instrucciones de la valvula. El bucle de TFF consistia principalmente en el sistema de TFF KrosFlo® Research
Il (Spectrum Labs) equipado con un médulo (20) de filtro de polietersulfona modificada (MPES), MicroKros® de corte
de peso molecular (MWCO) de 500 kD, de 20 cm?, y la bomba (18) de TFF se ajustd a 40 mi/min. La bomba (36) de
doble cabezal con colector de suministro de reactivos se ajusté a 40 ml/min. La duracién de la etapa de administracién
de PLL se estableci6é en 7,9 segundos 0 5,3 ml (5,0 ml suministrados + 0,3 ml para el volumen muerto). Las pruebas
fuera de linea mostraron que los suministros reales al depésito (16) de particulas tenian una precisién de +/- 3 %. En
estas condiciones, la deposicién de HP en una pelicula de LBL es independiente de la concentracién de HP en el
intervalo de 1,0 a 2,0 mg/ml, por lo que este nivel de precisién es suficiente para las etapas de LBL. Se realizé un
estudio modelo en donde se cargé el bucle de TFF con 20 ml de suspensién de microparticulas de CaCOs al 3 %. La
bomba (18) de TFF se ajusté a 40 ml/min y la suspensién se dejé recircular durante 5 min. Las particulas se lavaron
con un tampédn de permeaciéon (HEPES 10 mM, pH 7,0) abriendo las valvulas V5, V6 y V7 (41, 44, 28) mediante un
control informético. El volumen de permeado se midi6é en una escala digital y las vélvulas se cerraron mediante control
por ordenador cuando se recolectaron 100 g (100 ml) de permeado. A continuacién, el control por ordenador abrié las
valvulas V1, V2, V5 (35, 37, 44) durante 7,9 segundos para suministrar una alicuota de 5,0 ml de 12,5 mg/ml de PLL
al bucle TFF. Después de cinco minutos, la valvula V7 (28) de permeado se abridé automaticamente para iniciar una
etapa de concentracién de 120 segundos, devolviendo el volumen del sistema de bucle de TFF a 20 ml. Las valvulas
V5 y VB (42, 44) de entrada de tampén se abrieron automaticamente para comenzar una etapa de permeacién y la
suspensién se lavé con 100 ml (5 veces el volumen de suspensién) de tampén. Se recolectaron muestras de permeado
(0,5 ml) en puntos de volumen de permeacién de 1 ml, 50 ml y 100 ml para el ensayo de proteinas. Cuando se
recolectaron 100 g de permeado, se cerraron V5, V6, V7. También se recolecté una muestra de 0,5 ml de la
suspensién final de particulas, se centrifugé y se aspiré el sobrenadante para el ensayo de proteinas.

Se midi la PLL soluble mediante el ensayo de proteinas Pierce™ de 660 nm, cuyos resultados se muestran en la
Figura 2. El permeado inicial [PLL] fue de aproximadamente 0,85 mg/ml. Tras una permeacién de 50 ml (2,5 volimenes
de suspensién), la [PLL] soluble disminuy6 aproximadamente un 65 % y tras 100 ml (5,0 volimenes de suspension)
se habia eliminado > 95 %. Los ciclos repetidos de administracién/permeacién de PLL arrojaron resultados similares,
lo que demuestra que los actuales suministros controlados por ordenador son reproducibles y que la eliminacién del
exceso de HP esta casi completa tras la permeacién para 5,0 volimenes de suspensién.

En la Tabla 1 se presenta una muestra ilustrativa de las etapas controladas por ordenador utilizadas para un ciclo
completo de LBL con PLL:

Tabla 1: Operaciones controladas por ordenador para ejecutar un solo ciclo de LBL automatizado por TFF

Etapa Tiempo de Duracién Funcién Instruccién ¢, Se ha iniciado

ejecucién (segundos) indicacién de
(segundos) usuario?

1 0,0 8,0 Adicionar PLL Abrir V1, V2, V5 Si

2 8,0 0,1 Detener PLL Cerrar V1, V2, V5 No

3 8,1 300,0 Recirculacién No

4 3081 120,0 Concentrar Abrir V7 No

5 4281 272-1172 Permear Abrir V5, V6 No

6 700-1600 0,1 Finalizar permiggo tras recolectar | Cerrar V5, V6, V7 Si

9

Con respecto a la Tabla 1, los resultados del cédigo informético se expresan para el control de las valvulas para la
adicién de una capa de PLL. La secuencia comienza con una indicacién de usuario al hacer clic en el ratén en la etapa
1. Una posterior indicacidén de usuario durante la etapa 6, tras haber recolectado 100 g de permeado, finaliza la etapa
y el ciclo. Debido a las velocidades de flujo variables y a menudo decrecientes del filtro de TFF, el tiempo de
permeacidén puede variar de aproximadamente 4 minutos a 20 minutos, o, por ejemplo, de 272 segundos a 1172
segundos. En realizaciones ilustrativas, el ordenador puede configurarse para utilizar la retroalimentaciéon del
recipiente de recolectada de permeado para iniciar los ciclos posteriores cuando se hayan recolectado 100 g de
permeado. Por ejemplo, el recipiente de recoleccidén puede descansar sobre una bascula digital que tenga conexiones
de entrada y salida con respecto al ordenador. El ordenador indica a la bascula que se ponga a cero automaticamente
durante la etapa 1. Cuando la salida de la bascula al ordenador registra 100 g, el ordenador ejecuta la etapa 6
automaticamente.
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El ejemplo anterior demuestra que los suministros de HP controlados por ordenador y las posteriores etapas de
permeacidn funcionan seguln lo deseado y de manera fiable.

Ejemplo 3: Fabricacién semiautomatica de microparticulas de LBL de 7 capas de HP

Se prepard un lote de microparticulas de CaCOs recubiertas con una pelicula de LBL de siete capas usando el sistema
y el método descritos en la presente memoria. Se usé el aparato mostrado en la Figura 1, que funcioné como se
describe en el Ejemplo 2. Se llevaron a cabo rondas de LBL de TFF con una indicacién de usuario en forma de clic de
ratén informético para iniciar cada ronda. El usuario emite la indicacién cuando el volumen de permeado para esa
etapa alcanza los 100 ml, 0 100 g, segun lo medido con una béscula digital. Como se ha descrito anteriormente, la
duracién de cada etapa de permeacién es variable, por lo que, a modo de ejemplo, en la Tabla 2 se usaron etapas de
permeacidén de 571,9 segundos. A continuacién se detallan los detalles del proceso de fabricacién.

Haciendo referencia a la Figura 1, el bucle de TFF estaba equipado con un médulo (20) de filtro de mPES MicroKros®
(MWCO) de 500 kD, de 20 cm?. Se prepararon soluciones madre de HP de sal sodica de PGA (5,0 mg/ml en tampén
HEPES 10 mM. Sigma-Aldrich nimero de catalogo P4636) y de sal PLL-HBr (6,25 mg/ml en tampén HEPES 10 mM.
Sigma-Aldrich niumero de catélogo P6516), y se colocaron en viales de 50 ml en el colector de suministro de reactivos
en las posiciones 32 y 34, respectivamente. La bomba (36) de doble cabezal se ajustd a 40 ml/min. Se cebaron los
bucles (38 y 40) con solucién de HP haciendo que las valvulas V1 a V4 se abrieran y cerraran bajo control informético,
con la valvula V5 (44) abierta al receptaculo de desechos. Se colocaron 20 ml de una suspensién al 3%
(peso/volumen) de microparticulas de CaCOs (preparada como se describe en el Ejemplo 1) en el depdsito (16) de
particulas, y se recircularon en el bucle de TFF a 40 ml/min. Se llevd a cabo LBL automatizada gradual por TFF
mediante la ejecucion de las etapas que se muestran en la Tabla 2. El operador emitié indicaciones de usuario en la
etapa 6 y en la etapa 12 tras alcanzar 100 g de permeado recolectado, con lectura en una balanza digital. Las etapas
1 a 12 se realizaron tres veces para depositar seis nuevas capas de HP en las microparticulas, lo que confirid siete
capas de HP en total.

Tabla 2: Operaciones controladas por ordenador para ejecutar dos ciclos de LBL automatizados por TFF.

Etapa|Tiempo de ejecucién| Duracién Funcién Instruccién ¢, Se ha iniciado
(segundos) (segundos) indicacién de usuario?

1 0,0 8,0 Adicionar PLL Abrir V1, V2, V5 Si

2 8,0 0,1 Detener PLL Cerrar V1, V2, V5 No

3 8,1 300,0 Recirculacion No

4 308,1 120,0 Concentrar Abrir V7 No

5 4281 300-1200 Permear Abrir V5, V6 No

6 1000,0 * 0,1 Finalizar permeado tras Cerrar V5, V6, V7 Si
recolectar 100 g

7 1000,0 8,0 Adicionar PGA Abrir V3, V4, V5 No

8 1008,0 0,1 Detener PGA Cerrar V3, V4, V5 No

1008,1 300,0 Recirculacion No

10 1308,1 120,0 Concentrar Abrir V7 No

11 14281 300-1200 Permear Abrir V5, V6 No

12 2000* 0,1 Finalizar permeado tras Cerrar V5, V6, V7 Si
recolectar 100 g

Se recolectaron muestras de particulas tras cada etapa de permeacién mediante una jeringa en la abertura (24) de
muestra para medir el potencial superficial zeta y la deposicién de pelicula. Se midieron los potenciales superficiales
mediante DLS usando un Zetasizer de Malvern Instruments, y los resultados presentados en la Figura 3A muestran el
patrén de polaridad superficial alternante previsto que indica experimentos de LBL exitosos. Se midié la deposicién
gradual de la pelicula de LBL mediante un anélisis de aminoacidos realizado en muestras de particulas secas mediante
el siguiente procedimiento.

Se secaron aproximadamente 10 mg de particulas de LBL a alto vacio y se pesaron. Las muestras de particulas se
digirieron en 0,30 ml de HCI 6,0 M a 120 °C en viales sellados durante 16 h. El HCI se evapord al vacio y el desecho
se disolvié en tampdn de borato para la derivatizacién de aminoacidos con ortoftalaldehido (OPA), utilizando los
métodos y materiales proporcionados por Agilent Technologies. Las cantidades de cada aminoéacido, en este caso
glutamato y lisina, se midieron usando un ensayo de HPLC cuantitativo. Los resultados de la Figura 3B muestran un
crecimiento robusto de la pelicula, con una acumulacién constante de PLL y PGA en cada etapa de la LBL, lo que
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demuestra que el proceso semiautomético funciona segun lo deseado. Una imagen de microscopia de campo brillante
de las particulas de la Figura 3C muestra que el lote de particulas de la capa de 7 HP estaba bien disperso y carecia
de grandes agregados.

Con referencia adicional a los ejemplos ilustrados en las Figuras 3A a 3C, se muestra a modo de ejemplo la
caracterizacion de una construccién de microparticulas en capas de 7 HP, realizada mediante LBL automatizada (semi,
en este caso) por TFF. Con respecto a la Figura 3A, las mediciones graduales del potencial zeta muestran el patrén
previsto de polaridad alternante. La Figura 3B muestra la deposicién gradual de la pelicula medida mediante AAA, que
indica el éxito de la LBL por TFF. La imagen microscépica de las particulas acabadas que se muestra en la Figura 3C
indica que las particulas estan bien dispersas con la morfologia esférica prevista.

Ejemplo 4: Fabricacién semiautomatizada de una construccién de vacuna con microparticulas de LBL

Con todos los datos que indicaban que la LBL automatizada por TFF estaba funcionando bien, se prepard un lote de
una construccién de vacuna de microparticulas similar a la descrita anteriormente en la publicacién de patente US-
20120009254.

El aparato y los procedimientos usados en el Ejemplo 3 se repitieron usando un filtro de TFF de mPes estéril, de
MWCO de 500 kD y 20 cm?. Tras la aplicacién de la séptima capa de HP (PGA) y la posterior etapa de permeacion,
se afiadié un bolo de 12,5 mg de DP en 5,0 ml de tampén al bucle de TFF a través de una abertura de jeringa (24 en
la Figura 1). Después de 5 minutos de recirculacidn, se abrieron las valvulas de permeacion V5, V6 y V7 (44, 42, 28
en la Figura 1) mediante control informatico y se lavaron las particulas con 100 ml de tampén.

Las particulas se caracterizaron mediante microscopia (Figura 4A) y microscopia electrénica de barrido (SEM, Figuras
4B y 4C). Como antes, se observaron particulas porosas esféricas bien dispersas (véase, por ejemplo, la Figura 4A-
C). Las mediciones graduales del potencial superficial realizadas en las muestras de particulas recolectadas al final
de cada etapa de permeacidén mostraron una polaridad de carga alternante indicativa de una LBL exitosa (Figura 4D).
La deposicién gradual de la pelicula medida mediante AAA de las muestras recolectadas después de cada ciclo de
LBL mostr6é una acumulacién constante de HP en la pelicula de LBL (Figura 4E). Los datos de AAA recopilados del
producto final determinaron que el DP total adsorbido en este lote ilustrativo fue de 10,8 mg, lo que indica una
recuperacién del 86 % de DP en la pelicula.

La eficiencia de la formacidn de la pelicula LBL usando el método de TFF descrito aqui se comparé con la eficiencia
del método manual de centrifugacién/aspiracién/resuspensién. Se prepararon dos lotes adicionales de esta
construccién de microparticulas como se describié anteriormente y se midié mediante AAA la cantidad total de HP y
DP adsorbida en la pelicula. Del mismo modo, se prepararon seis lotes de una construccién similar usando el método
manual descrito en la publicacién US-20120009254, y se midié6 mediante AAA la adsorcién total de HP y DP. Se
calcularon las cantidades promedio de cada componente (PLL, PGA y DP) como una funcién de ug de péptido por mg
de CaCOs seco, y se muestran graficamente las mismas en la Figura 12. Los resultados muestran que, en promedio,
se depositdé de 2,5 a 3,5 veces mas cantidad de péptido mediante el método de LBL por TFF automatizado.

Se usé un filtro de TFF estéril para esta sintesis por lotes, pero no se tomaron otras precauciones para evitar la posible
contaminacién por bacterias u otros patégenos. A pesar de la falta de medidas activas para excluir las bacterias del
sistema, las mediciones de endotoxinas realizadas en el producto final mediante el ensayo cromogénico Pierce LAL
(Thermo Scientific) indicaron 0,04 unidades de endotoxina por ug de DP antigénico. Este nivel esta dentro del intervalo
aceptable para la inmunizacién de animales de laboratorio y sugiere claramente que la adopcién de precauciones
simples, tales como el uso de tampones esterilizados y materias primas aptas para las buenas practicas de fabricacién
(GMP), reducira la endotoxina a niveles aceptables para el uso humano.

Ejemplo 5: Sintesis de microparticulas de LBL con antigeno proteico, citocromo C de paloma

Se usaron el aparato de la Figura 1 y el procedimiento usado en el Ejemplo 4 con los siguientes cambios. En primer
lugar, se equip6 el bucle de TFF con un filtro de TFF de MPes, de MWCO de 750 kD, de 20 cm?. En segundo lugar,
se sustituy6 la solucién madre de DP final por 5,0 ml de una solucién de 2,5 mg/ml de citocromo C de paloma (pCC,
Sigma, nimero de catalogo C4011) en HEPES de 10 mM. Este experimento se realizé para demostrar que se pueden
incorporar proteinas nativas completas de manera eficiente en las peliculas LBL. No se realizaron otros cambios
significativos con respecto al Ejemplo 4. Se recolectaron muestras de la suspension de particulas después de cada
etapa de permeacién y se cuantificé la pelicula de LBL mediante AAA. La Figura 4F muestra la acumulacién constante
de HP después de cada etapa de LBL, asi como la incorporacién eficiente de la proteina pCC. El AAA determind que
se capturaron 8,1 mg (66 %) de pCC soluble en la pelicula.

Ejemplo 6: Aparato de TFF para la sintesis automatizada de microparticulas de vacunas estériles
Haciendo referencia a la Figura 5, se realizan varios cambios en el aparato mostrado en la Figura 1. En primer lugar,

una bomba peristaltica de cuatro canales reemplaza a la bomba de doble cabezal en el colector de adicién de reactivos.
Esto permite bombear activamente dos reactivos mas, el tampén (52) de lavado y el DP (54) y suministrarlos al bucle
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de TFF o descargarlos al recipiente de desechos con un tampén de lavado. En segundo lugar, se afiaden vélvulas
adicionales controladas por ordenador para controlar cuando se suministran los reactivos y las vias de suministro. En
tercer lugar, se colocan las soluciones de reactivos en bolsas intravenosas de plastico que se suspenden en basculas.
Las basculas se utilizan para documentar que se retir el reactivo correcto y la cantidad correcta del mismo a la hora
acordada. Los técnicos asistentes pueden guardar registros de los suministros en ordenadores validados, o registrarlos
manualmente en formularios en papel.

Las bolsas intravenosas se eligen porque son faciles de adquirir en forma esterilizada y vienen con productos de
soporte que pueden realizar soldaduras de tubo estériles para poder conectar los reactivos al colector sin exposicién
a posibles contaminantes. Siempre que los tubos y el filtro de TFF sean estériles, las soluciones de reactivos solubles
sean estériles, las microparticulas de CaCO:s iniciales sean estériles y todos los componentes estén conectados
correctamente, el producto final sera estéril.

En un aspecto, el bucle de filtracién de flujo tangencial comprende una red de tubos estériles de bucle cerrado que
incluye un filtro de filtracién de flujo tangencial y un depésito de particulas, como se muestra en la Figura 1B. La red
de tubos de bucle cerrado incluye, por ejemplo, un filtro de TFF y un depésito de particulas, en donde la red se
ensambla por separado de la bomba de TFF. La red de tubos con bolsas receptoras y el filtro de TFF estan disefiados
opcionalmente para ser materiales desechables de un solo uso. La red de tubos de bucle cerrado se esteriliza
opcionalmente mediante tratamiento con radiacién gamma, éxido de etileno o calor. En un aspecto, la red de tubos de
bucle cerrado esta configurada para montarse en la bomba de TFF y en al menos una vélvula controlada por
ordenador, por ejemplo, la vélvula de permeado.

En ciertos aspectos, la red de tubos de bucle cerrado se extiende hasta el colector de adicién de reactivos solubles y
se monta en al menos una valvula controlada por ordenador, con el fin de dispensar un reactivo al circuito de filtracién
de flujo tangencial. Opcionalmente, la red de tubos de bucle cerrado extendida se ensambla por separado del colector
de adicidn de reactivos, se esteriliza y, posteriormente, se monta en la bomba de TFF, las valvulas de bucle circulatorio
de TFF y las vélvulas colectoras de adicién de reactivos solubles.

La red de tubos estériles de bucle cerrado se construird con materiales que estén certificados como compatibles para
la fabricacién de productos biofarmacéuticos para uso humano. En la Figura 6 se muestra un ejemplo de una red
desechable disefiada para un solo uso. Se pueden usar tubos especificos, por ejemplo, tubos Tygon® de 1,58 mm
(1/16 pulgadas) de diametro interior. Los tubos se cortaran a longitudes especificas y se uniran con uniones dentadas
de polietileno. Se pueden utilizar pinzas o abrazaderas para sujetar todas las uniones a fin de evitar fugas y garantizar
que se mantenga un sistema cerrado. Se puede incorporar un filtro (72) de TFF estéril, por ejemplo, un filtro de mPES
de MWCO de 750 kD, de 20 cm?, y se pueden tapar todos los extremos de los tubos para excluir los contaminantes
antes de la esterilizacién. La unidad completa se puede envasar, envolver y enviar a una instalaciéon autorizada y
acreditada para su esterilizacién, por ejemplo, mediante irradiacién gamma, tratamiento con éxido de etileno o calor.
La vida util estéril de estas unidades tendra que validarse experimentalmente, pero se prevé una vida Util de mas de
12 meses.

Antes de ejecutar una sintesis por lotes de particulas de LBL, se desenvuelve la red y se monta la misma en las
distintas valvulas estranguladoras y cabezales de bomba, como se muestra en la Figura 5. Se preparan fuera de linea
soluciones madre estériles de, por ejemplo, microparticulas de PLL, PGA, tampén de lavado, polipéptido disefiado y
CaCOs en bolsas intravenosas. La esterilizacion de estos reactivos se puede lograr mediante filtraciéon a través de
filtros de 0,2 um, calentamiento u otras técnicas. Las bolsas se empalman a la red de tubos con un instrumento estéril
de soldadura de tubos comercial.

Haciendo referencia a la Figura 5, tanto la bomba (50) peristaltica de cabezales multiples como la bomba (67) de TFF
se ajustan a 40 ml/min y todas las basculas se restablecen a 0,0 g. En ese punto, todas las etapas posteriores del
proceso se pueden ejecutar de forma remota mediante control por ordenador. No se requiere ninguna interaccioén
directa con el dispositivo hasta que llegue el momento de recolectar el producto final.

La Tabla 3 proporciona un ejemplo de las etapas que se ejecutarian durante la sintesis de un lote de vacuna de
microparticulas tipico. Como se ha descrito anteriormente, aqui se presenta una construccién de 8 capas con fines
ilustrativos, pero el proceso se puede acortar o alargar para preparar construcciones con tan solo 2 capas y hasta 50
o mas. El nivel de interaccién entre el aparato y el usuario dependeré de si el aparato esta equipado con mecanismos
de retroalimentacién electrénica, tal como se ha descrito anteriormente, o de si ciertas etapas se inician mediante una
indicacién de continuacién por parte del usuario. No hay limitaciones en cuanto al grado de control que puede
asignarse al ordenador, pero en la practica resulta deseable contar con pausas programadas entre las etapas para
que el usuario pueda certificar y documentar que las etapas anteriores se han ejecutado segun las especificaciones
y, si lo desea, recolectar muestras para analizarlas.

Tabla 3
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Etapa ¢, Se ha iniciado Funcién Valvulas Duracién Pausa Accién del
indicacién de accionadas | (segundos) |(segundos) usuario
usuario? [volumen]
Cebar lineas Si Cebar linea de 56 8,5 1,5
tampdn
No 56 9,0 4.0
No Cebar linea de 1,2 51 1,5
PLL
No 1,2 6,0 2,0
No Lavar linea 56 5,0 40
No Cebar linea de 3 4 4.0 1,5
PGA
No 3, 4 50 2,0
No Lavar linea 56 10 30 Inspeccionar
lineas
Cargar/lavar Si Cargar CaCO3 14,9 45 10
particulas No Aclarar 56,9 5.0 30 Registrar
suministro
No Lavar 56 15
Si Concentrar 12 [20 mi] 30 Registrar
volumen
Opcional Permear 9,10,12 [100 g]
Recubrimiento LBL Si Adicionar PLL 1,2,9 11,5 Registrar
de particulas suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar PGA 1,2,9 1,7 Registrar
suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar PLL 1,2,9 11,5 Registrar
suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar PGA 1,2,9 1,7 Registrar
suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar PLL 1,2,9 11,5 Registrar
suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar PGA 1,2,9 1,7 Registrar
suministro
No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Opcional Adicionar DP 56,89 53 Registrar
suministro
No Aclarar 56,9 2
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No Recircular 300
No Permear 9,610, 12 [100 g]
Recolectar producto Si Vaciar bucle de 13 45 Inspeccionar
TFF lineas

Tabla 3: Instrucciones emitidas por ordenador para la ejecucidén de un lote de vacuna con microparticulas.
Ejemplo 7: Sistema de LBL por TFF automatizado con bombas colectoras de adicién de multiples reactivos

El aparato mostrado en la Figura 5 se reconfigura de modo que todos los reactivos bombeados se impulsen a través
de bombas peristalticas separadas, tal como se muestra en la Figura 10. En esta configuracion, las bombas son
controladas individualmente por el ordenador del sistema. Permanecen en reposo hasta que el ordenador les indique
que suministren el reactivo deseado. El ordenador controla tanto la velocidad de las bombas como la duracién de cada
etapa de suministro. Por ejemplo, para suministrar 25 ml de solucién madre de PLL al bucle de TFF, el ordenador abre
las valvulas V4 y V7 (95 y 93 en la Figura 10). A continuaciéon, ordena a la bomba 4 (98 en la Figura 10) que bombee
a 40 ml/min durante aproximadamente 38 segundos. A continuacién, el ordenador detiene la bomba 4 y cierrala V4 y
la V7. A continuacién, el ordenador lava la solucién de PLL residual enviandola hasta el receptaculo de desechos con
un tampén de lavado, abriendo la V1 y encendiendo la bomba 1 a 40 ml/min durante 15 segundos. El ordenador
también recibe la salida procedente de una bascula electrénica (96) de la que cuelga la bolsa (97) de desechos. Dado
que la velocidad de flujo del filtro de fibras de TFF varia, la longitud de cada etapa de permeacién esta definida por el
peso del volumen de permeado recolectado, en lugar de por un tiempo fijo. En la Tabla 4 se muestra un conjunto
ilustrativo de 6rdenes para la fabricacién de un lote a escala de 100 ml de una construccién de microparticulas de LBL
de 8 capas.

Se monta un sistema estéril de bucle cerrado con un disefio, por ejemplo como el que se muestra en la Figura 11, en
el aparato de LBL por TFF mostrado en la Figura 10. El sistema de bucle cerrado estd equipado con un depésito de
particulas de 300 ml, una bolsa de desechos de 5 L, una bolsa de producto de 500 ml y un filtro estéril de TFF de
mPES, de MWCO de 750 kD, de 115 cm?. Se prepara un lote de 200 ml de suspension al 1,5 % de microparticulas de
CaCOs en condiciones estériles y se recolecta en una bolsa estéril (91) de 300 ml. La bolsa se monta después en una
bascula (90) y se suelda de forma estéril al sistema en un sitio (92) de soldadura de tubo. Del mismo modo, se preparan
4 litros de tampdn HEPES 10 mM con un pH de 7,0, se filtran de forma estéril a través de una membrana de 0,2 um,
y se recolectan en una bolsa estéril (85) de 4 litros. La bolsa se cuelga de una bascula y se suelda de forma estéril en
unos sitios (84) y (86) de tubo. Se preparan 150 ml de solucién madre de sal sédica de PGA a 5,0 mg/ml en tampén
HEPES y 150 mg/ml de solucién madre de sal de HBr de PLL a 6,3 mg/ml en tampén HEPES, se filtran de forma
estéril en bolsas estériles, se montan en basculas colgantes y se sueldan tubos estériles al aparato en los sitios (88)
y (89), respectivamente. Finalmente, se preparan 40 ml de una solucién de 2,5 mg/ml de polipéptido (DP) disefiado
en tampén HEPES, se filtran de forma estéril en una bolsa estéril de 100 ml, se montan en una balanza y se sueldan
de forma estéril en el sitio (87) de tubo.

La bomba de bucle de TFF se ajusta a 40 ml/min. El depésito de particulas se monta en una placa agitadora magnética
y se ajusta para su agitacidén a una velocidad moderada. A continuacién, el usuario solicita al ordenador que cebe las
lineas del colector de suministro de reactivos. Tras el cebado, el usuario inspecciona estas lineas para garantizar un
cebado adecuado y después solicita al ordenador que suministre las particulas de CaCOs al bucle de TFF. El usuario
inspecciona el sistema para garantizar un suministro adecuado y, a continuacién, solicita al ordenador que inicie un
ciclo de concentracion y lavado. El sistema esta programado para terminar la concentracién a 100 g (ml) del permeado
recolectado y después para comenzar la permeacién de los 400 g recolectados. El usuario inspecciona el bucle de
TFF para asegurarse de que se haya alcanzado el volumen deseado de 100 ml (+/- 10 ml) y, a continuacién, indica al
ordenador que inicie los ciclos repetitivos de LBL. Los suministros de tampén, PGA, PLL y DP se registran mediante
retroalimentacién digital en el ordenador, y el usuario puede verificarlos visualmente. El usuario tiene la opcién de
indicar al ordenador que continlie automaticamente con la siguiente etapa de LBL, o bien de hacer una pausa para
recopilar muestras y documentacién. Después de aproximadamente 2,5 horas, la suspensién final de microparticulas
de LBL se suministra automaticamente a una bolsa de producto de 500 ml. Se da un punto de soldadura estéril al tubo
que va a la bolsa de producto, y se desconecta el mismo del aparato para su analisis y formulacion.

Tabla 4
Etapa ¢ Se ha Funcién Valvulas Duracién | Bomba a| Duracién Accibn del
iniciado accionadas |(segundos) 0|40 ml/min|(segundos) usuario
indicacién de volumen [g]
usuario?
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Cebar lineas Si Cebar por 6 [20] Inspeccionar
gravedad linea lineas
de tampdn
No Cebar linea de 1 15 12
tampdn
No Cebar linea de 4 15 12
PLL
No Lavar linea 1 15 12
No Cebar linea de 3 15 12
PGA
No Lavar linea 1 15 12
No Cebar linea de 2 10
DP
No Lavar linea 1 20 17 Inspeccionar
lineas
Cargar/lavar Si Cargar 200 ml 57 310 305
particulas de particulas de
CaCO3
No Enjuagar hasta 1,7 22 20 Registrar
depésito suministro
Si Concentrar 9 [100] Verificar y
registrar el
volumen de
bucle
No Permear 6,9 [400] Registrar
Volumen
Recubrimiento Si Adicionar PLL 4.7 42 40 Registrar
LBL de suministro
particulas No Lavar linea 1 15 12
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
No Adicionar PGA 3,7 42 40 Registrar
suministro
No Lavar linea 1 15 12
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
No Adicionar PLL 4,7 42 40 Registrar
suministro
No Lavar linea 1 15 12
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
No Adicionar PGA 3,7 42 40 Registrar
suministro
No Lavar linea 1 15 12
No Permear 6,9 [400]
No Adicionar PLL 4,7 42 40 Registrar
suministro
No Lavar linea 1 15 12
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
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No Adicionar PGA 3,7 42 3 40 Registrar
suministro
No Lavar linea 1 15 1 12
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
No Adicionar DP 2,7 42 2 40 Registrar
suministro
No Enjuagar hasta 1,7 8 1 5
depésito
No Recircular 300
No Permear 6,9 [400]
Recolectar No Vaciar bucle de 8 160 Inspeccionar y
producto TFF sellar bolsa de
producto

Ejemplo 8: Aparato de TFF para la sintesis automatizada de microparticulas de vacunas estériles a una escala de lote
de 100 ml

Se redisefié el aparato mostrado en la Figura 5 para un sistema mas aerodinamico, mostrado esquematicamente en
la Figura 13 y fotograficamente en la Figura 14. Se montaron vélvulas estranguladoras de solenoide, activadas
eléctricamente, compatibles con tubos de 3,175 mm (1/8 de pulgada) de diametro interno y 6,35 mm (1/4 de pulgada)
de didmetro externo en una placa de clavijas en la disposicién mostrada. Las valvulas V1, V2, V3, V4, V10, V11 y V12
son normalmente valvulas estranguladoras de solenoide de dos vias cerradas. Las valvulas V5, V6, V7, V8 y V9 son
valvulas estranguladoras de tres vias que tienen una salida abierta y otra cerrada cuando no estan encendidas.
Mientras estan en reposo (sin alimentacion), la V5 esté cerrada a la V7, la V6 esta cerrada a la V8, la V7 esté cerrada
a la V5, la V8 est4 cerrada a la V6 y la V9 esta cerrada al depésito de particulas y abierta a la bolsa de desechos.
Cada valvula esta conectada a su propio canal individual en una placa de relés que, a su vez, estad conectada a un
ordenador. También hay una fuente de alimentacién conectada a los canales que la placa de relés utiliza para distribuir
la energia para accionar (abrir) las distintas valvulas. El ordenador contiene el software que le permite interactuar con
la placa de relés y ejecutar la secuencia de etapas que se muestra en la Tabla 5.

Se ensambl6 una red de tubos, esencialmente igual a la que se muestra esquematicamente en la Figura 15, a partir
de tubos de silicona de 3,175 mm (1/8 de pulgada) de didmetro interno y 6,35 mm (1/4 de pulgada) de didmetro
externo, uniones y uniones en T de polipropileno dentadas, un recipiente de depdésito de particulas de 250 ml con tapa
roscada equipado con tres aberturas y una barra agitadora, y una columna (Spectrum Labs) de TFF de polietersulfona
(PES) modificada con corte de peso molecular de 750 kD, de 115 cm?. Se ajustaron las longitudes de los tubos para
mantener los volimenes muertos a un minimo préactico. Las posiciones de unién de los reactivos solubles se rematan
o cierran con pinzas. La red se puede usar tal cual o, si se requiere un procesamiento aséptico, se puede envasary
esterilizar mediante tratamiento con radiacibn gamma en una instalacién adecuada. Opcionalmente, pueden
etiquetarse los segmentos de tubo para aclarar en qué valvula o bomba se va a montar ese segmento.

La red ensamblada se monta en las diversas valvulas estranguladoras, dos bombas peristélticas y pinzas para
asegurar el recipiente de depdsito de particulas en una placa agitadora y en la columna de TFF. La columna de TFF
esta equipada con aberturas para conectar transductores de presidén, de modo que se pueda controlar el gradiente de
presién a través de la membrana de TFF. El ordenador registra las salidas de transductor y las muestra continuamente
en el monitor. La bolsa desechos se coloca en una béscula digital. El ordenador registra la salida de la bascula, que
se usa para medir cuando se han recolectado suficientes volimenes de permeacion.

Se escribié un software personalizado para ejecutar las etapas de la Tabla 5. El software acciona (abre) valvulas
estranguladoras especificas en la secuencia mostrada en la Tabla. Las etapas que requieren un suministro de volumen
fijo tienen un limite de tiempo y se indican en la columna de duracién en segundos (s). Las etapas que requieren un
volumen de tampén determinado para salir del sistema a través de la valvula V11 de permeado tienen una masa
limitada y se indican en gramos (g). Como el permeado acuoso tiene una densidad de 1,0 g/ml, su masa en gramos
es esencialmente igual a su volumen en mililitros. Al principio de una etapa de volumen limitado, el ordenador lee de
la bascula de bolsa de desechos la salida digital y la monitoriza hasta que aumenta en la cantidad especificada. Por
ejemplo, durante una etapa de lavado de particulas en la que se requieran la entrada y salida de 500 ml de tampén
de permeacién con respecto al bucle de TFF, el ordenador controlara la bascula hasta que la masa de la bolsa de
desechos aumente en 500 g y, a continuacién, pasara a la siguiente etapa de la tabla.

El software personalizado permite que la sintesis se ejecute en modo totalmente automatico de principio a fin y sin

intervencién por parte del usuario, 0 en un modo semiautomatico donde al final de cada etapa el sistema hace una
pausa y se envia una notificacién en forma de alarma o correo electrénico al usuario, informandole de que la etapa ha
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finalizado y que el sistema estad esperando una indicacién de continuacién. En este modo, el usuario puede alejarse
del dispositivo y no perder la oportunidad de tomar una muestra o inspeccionar los componentes para que funcionen
correctamente.

La valvula V10 de la Figura 13 y su correspondiente segmento de tubo se afiadieron a modo de respiradero que
permitia ventilar el exceso de presién de aire en el depésito de particulas hasta el receptaculo de desechos. El
respiradero normalmente estd cerrado y solo se abre durante las etapas de lavado de la columna y de
adicién/concentracion de particulas.

Ejemplo 9: Fabricacién semiautomatica de una microparticula LBL de 7 capas HP por TFF a una escala de 100 ml.

Se us6 el aparato de LBL por TFF descrito en el Ejemplo 8 y mostrado en la Figura 13. Se pusieron soluciones madre
de tampén HEPES 10 mM con pH 7 (5 1), PGA en tampén HEPES (100 ml, 5,0 mg/ml), PLL en tampén HEPES (125 ml,
6,25 mg/ml) y suspensién de microparticulas de CaCOs al 1,6 % en solucidn salina de PGA, preparadas mediante el
método del Ejemplo 1 (200 ml), en bolsas de tamafio apropiado y se unieron a tubos corriente arriba de las valvulas
V1, V2, V3y V12, respectivamente, mediante conexiones dentadas de tubo. Las bolsas de reactivo soluble se colgaron
por encima de las valvulas para promover la alimentacion por gravedad de los reactivos, como se muestra en la Figura
14. La bolsa de suspension de particulas se dej6 invertida para evitar la sedimentacién de las particulas y la formacién
de depdsitos de particulas en la una o més aberturas de tubo. Para los ensayos asépticos, las soluciones HEPES,
PGA y PLL se esterilizan primero mediante filtraciéon a través de un filtro de 0,2 um y se conectan a la red mediante
una soldadora de tubos estéril.

La bomba peristaltica de suministro de reactivos se configuré para que funcionara a 120 ml/min, la bomba peristaltica
de bucle de TFF se configuré para que funcionara a 100 ml/min, y la placa agitadora situada debajo del depdsito de
particulas se ajusté a velocidad media. El software que ejecuta las etapas descritas en la Tabla 5 se configur6é en
modo semimanual, lo que significa que, al final de cada etapa, el ordenador enviara un correo electrdnico de
notificacién al usuario y se detendra en esa etapa hasta que el usuario le pida que continGe.

Se ejecutaron las etapas de cebado y de lavado de columna de la Tabla 5. La bolsa de reactivos que contenia la
suspensién de particulas al 1,6 % se invirtié suavemente varias veces para dispersar las particulas sedimentadas, se
colgé en posicién vertical y se ejecuté la rutina de carga y concentracién de particulas de la Tabla 5. Tras estas etapas,
el bucle de TFF contenia aproximadamente 100 ml de aproximadamente un 3 % de suspensién de particulas. Se
recolecté manualmente una muestra de particulas (aproximadamente 0,3 ml) a través de una abertura de jeringa en
linea que se coloco en el bucle de TFF.

Se inicié la etapa de deposicién de PLL de la Tabla 5 y se realizaron un total de seis rondas de LBL automatizada,
cada una de las cuales finalizé con una pausa y la recoleccién de muestras. Las muestras de particulas se secaron al
vacio elevado en recipientes de digestiéon de vidrio tarado y se sometieron al procedimiento de AAA descrito en el
Ejemplo 3. Los datos de AAA en la Figura 16A muestran una acumulacién constante de homopolimeros de PLL y de
PGA, y una pelicula de LBL robusta. Ademas, se realizaron mediciones de potencial superficial zeta en un Zetasizer
de Malvern Instruments, y los datos mostrados en la Figura 16B muestran el cambio previsto de aproximadamente 15
mV en la direccién positiva después de una etapa de deposiciéon de PLL o en la direccién negativa después de una
etapa de deposicién de PGA. El examen de las particulas mediante microscopia mostrdé que estaban bien dispersas
y tenian forma esférica.

Esta sintesis particular se detuvo en 7 capas. La adiciéon de 25 ml de una solucién peptidica disefiada de 2,5 mg/ml
seguida de las etapas que se muestran en la etapa final de la Tabla 5 daria como resultado la sustancia farmacolégica
en microparticulas de vacuna tal como se describe en el Ejemplo 4.

Tabla 5
Funcién Valvulas Estado Tiempo de retardo (s) o  [Volumen objetivo de
permeado recolectado (g)|bucle de TFF (ml)
Cebado Cebar linea de 1,5/6,7,8 Encendidas|8,0 s
tampdn

1,5/6,7,8 Apagadas [1,5s
1,5/6,7,8 Encendidas|5,0 s
1,5/6,7,8 Apagadas [4,0s
Cebarlineade PLL |2,5,6,7,8 Encendidas|1,0 s
2 Apagadas
1 Encendidas|8,0 s
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Funcién Valvulas Estado Tiempo de retardo (s) o  [Volumen objetivo de
permeado recolectado (g)|bucle de TFF (ml)
1,5/6,7,8 Apagadas [4,0s
Cebarlineade PGA |3,5,6,7,8 Encendidas|1,0 s
3 Apagadas
1 Encendidas|8,0 s
1,5/6,7,8 Apagadas [5,0s
Tampén a 1 Encendidas|10,0 s
receptaculo de
desechos
1 Apagadas
Lavar Suministrar 75 mlde |1, 5,6, 7,8, 9 |Encendidas|30 s 75
columna [tampédn
de TFF
11 Encendidas|10 s
Concentrar 1,5/6,7,8 9 |Apagadas |50g
11 Apagadas [5,0s 25
Ventilar depésito 10 Encendidas|8,0 s 25
10 Apagadas [5,0s 25
Permear 1,9 11 Encendidas|300 g 25
1,9, 11 Apagadas [5,0s 25
Adicionar 60 ml de 1,5,6,7,8, 9 |Encendidas|32,7 s 85
tampdn
1,56,7,8,9 |Apagadas [50s 85
Ventilar depésito 10 Encendidas|8,0 s 85
10 Apagadas [5,0s 85
Adicionar 10 ml de 1,5,6,7,8 9 |Encendidas|7,0s 95
tampdn
1,56,7,8,9 |Apagadas [50s 95
Ventilar depésito 10 Encendidas|8,0 s 95
10 Apagadas [5,0s 95
Permeacién 1,9, 11 Encendidas|20 s 95
1,9, 11 Apagadas 95
Enviar correo
electrdnico y/o pausar
Adicionar [Suministrar 25 ml 12,5,6,7,8 |Encendidas|4,8 s 95-110
particulas |particulas
al depésito
9, 11 Encendidas|7,8 s 110-130
12 Apagadas 110-130
Descargar a depoésito (1 Encendidas|7,4 s 110-130
Concentrar 1,5/6,7,8 9 |Apagadas |>15¢g 110-130
Repetir 5 etapas 110-130
anteriores 8 veces
Concentrar 280 g (desde inicio de 95
suministro de particulas)
11 Apagadas 95
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Funcién Valvulas Estado Tiempo de retardo (s) o  [Volumen objetivo de
permeado recolectado (g)|bucle de TFF (ml)
Lavar 1,9 Encendidas|200 g 95
1,9 Apagadas 95
Enviar correo
electrdnico y/o pausar
Deposicion |Adicionar 25 ml de 2,56,7,8 Encendidas|5,9 s 95
de PLL PLL
9 Encendidas|6,6 s
2 Apagadas
1 Encendidas|8,6 s
Recircular 1,5,6,7,8 9 |Apagadas |300s 125
Concentrar 11 Encendidas|30 g 95
Permear 1,9 Encendidas|500 g 95
1,9, 11 Apagadas 95
Muestreo manual Esperar 20s 95
Enviar correo
electrdnico y/o pausar
Deposicion |Adicionar 25 ml de 3,56,7,8 Encendidas|5,5 s 95
de PGA PGA
9 Encendidas|7,0 s
3 Apagadas
1 Encendidas|6,2 s
Recircular 1,5,6,7,8 9 |Apagadas |300s 125
Concentrar 11 Encendidas|30 g 95
Permear 1,9 Encendidas|500 g 95
1,9, 11 Apagadas 95
Muestreo manual Esperar 20s 95
Enviar correo
electrdnico y/o pausar
Deposicion |Repetir ciclos 95
de PLL anteriores
Deposicion |Repetir ciclos 95
de PGA anteriores
Deposicion |Repetir ciclos 95
de PLL anteriores
Deposicion |Repetir ciclos 95
de PGA anteriores
Deposicion |Suministrar 25 mlide |4, 5,6,7,8 Encendidas|5,1 s 95
de péptido [solucién de DP
disefiado
9 Encendidas|7,4 s
4 Apagadas
1 Encendidas|7,8 s 125
Recircular 1,5,6,7,8 9 |Apagadas |300s 125
Concentrar 1M Encendidas|30 g 95
Permear 1,9 Encendidas|500 g 95
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Funcién Valvulas Estado Tiempo de retardo (s) o  [Volumen objetivo de
permeado recolectado (g)|bucle de TFF (ml)
1,9, 11 Apagadas 95
Muestreo manual Esperar 20s 95

Enviar correo
electrdnico y/o pausar

Los ejemplos descritos en la presente memoria demuestran que se pueden preparar excelentes microparticulas de
vacuna usando LBL automatizada o semiautomética por TFF.

Los aspectos adicionales contemplados incluyen el ensamblaje y el montaje de piezas (valvulas estranguladoras,
alambres, etc.) en una plataforma vertical fija para proporcionar aspectos adicionales afiadidos sin enredos.

En la Figura 5 se ilustra otro esquema ilustrativo de un sistema automatizado. Esta realizacién ilustrativa proporciona
una bomba peristaltica 50 de 4 canales para suministrar el tampdn 52 de lavado y el polipéptido 54 disefiado ademéas
de los HP (véanse PGA 56, PLL 58, suspension 60 de CaCOs en la Figura 5). Las bolsas de reactivos solubles pueden
soldarse de forma estéril (véase 62 en la Figura 5) al colector y colgarse en balanzas digitales que registraran el tiempo
y la cantidad de los suministros. Las valvulas controladas por ordenador, por ejemplo, las vélvulas estranguladoras de
2 o 3 vias, se ilustran con la referencia 64. Un bucle de TFF ilustrativo se ilustra generalmente con la referencia 66.
En realizaciones ilustrativas, el péptido disefiado puede no requerir una medicién cuidadosa, ya que es probable
suministrar todo ese reactivo en un solo bolo.

En realizaciones ilustrativas, los reactivos estériles en bolsas se unen a un sistema cerrado mediante soldadura (X)
de tubos estériles. La suspension de particulas de CaCOs se suministra al recipiente de depésito por gravedad, donde
se mezcla suavemente mediante agitacién mecanica. Las particulas circulan por el bucle de filtro de forma continua
durante el procesamiento. Las soluciones madre concentradas de HP, el péptido disefiado y el tampén de lavado se
introducen en el depésito en cantidades controladas y en tiempos preestablecidos a través de valvulas estranguladoras
controladas por ordenador. Las bésculas registran los cambios de peso para confirmar los suministros correctos. El
exceso de reactivo soluble de las etapas de LBL se elimina tangencialmente del filtro de TFF, enviandose al
receptaculo de desechos. Tras la etapa de lavado final, la suspensién de particulas de vacuna se suministra a una
bolsa de producto para la formulacién y ensayos de liberacién fuera de linea.

En la Figura 6 se muestra un esquema de una red ilustrativa de tubos de bucle cerrado que se ajustaria a este disefio.
Esta realizacion incluye segmentos 68 de tubo de longitud fija, uniones dentadas 70, una columna 72 de filtro de TFF,
un depésito 74 con una barra agitadora 76 de otro dispositivo de mezcla interno, y bolsas receptoras para desechos
78 y producto 80. Se puede incluir etiquetado en cada unién para garantizar un montaje adecuado en el dispositivo y
la correcta soldadura de los reactivos. En realizaciones ilustrativas, el bucle cerrado consiste completamente en tubos,
uniones dentadas, la columna de filtro de TFF, el depésito de particulas cerrado con barra agitadora, y bolsas
receptoras para desechos y producto.

En la Figura 11 se muestra un esquema de una red ilustrativa de tubos de bucle cerrado que se ajustaria a un colector
de suministro de reactivos configurado con bombas separadas para cada reactivo. Esta realizacién incluye todos los
componentes de la red mostrada en la Figura 6 e incluye sitios para la soldadura estéril de reactivos estériles al colector
(84, 86, 87, 88, 89, 92 en la Figura 11). Como se explicé anteriormente, el bucle cerrado puede ensamblarse en
condiciones de GMP, envasarse, esterilizarse y después almacenarse hasta su uso.

La Figura 7 ilustra un sistema ilustrativo para LBL automatizada por TFF. El sistema 100 puede incluir un servidor 101
(o simplemente un ordenador local). El servidor 101 puede incluir una pluralidad de informacién, que incluye, aunque
no de forma limitativa, informacién y perfiles, algoritmos y mddulos de procesamiento y otro almacenamiento de datos.
El servidor 101 puede estar en comunicacién con una red 106 a través de un canal 110 de comunicacién.

Ademas, el sistema 100 puede acceder o interactuar con fuentes 103 de datos o servidores de terceros adicionales.
Las fuentes 103 de datos de terceros pueden estar en comunicacién con la red 106 a través de un canal 111 de
comunicacién. Se observa que, aunque se ilustra de forma separada, la fuente 103 puede incluir un servidor
sustancialmente similar al servidor 101. El servidor 101 o la fuente 103 pueden incluir un proveedor de servicios de
datos, por ejemplo, un proveedor de servicios celulares, un proveedor de informacién empresarial o cualquier otro
proveedor o repositorio adecuado. El servidor 101 o la fuente 103 también pueden incluir un servidor de aplicaciones
que proporcione aplicaciones y/o cédigo ejecutable por ordenador que implementen cualquiera de las
interfaces/metodologias descritas en la presente memoria. El servidor 101 o la fuente 103 pueden presentar una
pluralidad de valores predeterminados, elecciones, ajustes y/o configuraciones de aplicacién, de modo que un
dispositivo pueda recibir y procesar la aplicaciéon en consecuencia. El servidor 101 o la fuente 103 pueden presentar
cualquier aplicacién en una interfaz de visualizacién o navegador web de un dispositivo para que un observador pueda
seleccionar el dispositivo de forma relativamente fécil. La interfaz de visualizacién o la pagina web renderizada para
la seleccidn de aplicaciones pueden tener la forma de una tienda de aplicaciones y/o un mercado de aplicaciones.
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Alternativamente, otro componente de servidor o aparato informatico local, por ejemplo, 104, 105 y/o 1086, puede
producir la interfaz de visualizacién y controlar la conectividad con el servidor 101 o la fuente 103. Ademas, el servidor
101 o uno o més de los aparatos informéticos 104, 105 y 106 locales pueden configurarse para que accedan
periédicamente a la fuente 103 y almacenen en caché datos relevantes utilizados en realizaciones de la presente
descripcién.

Lared 106 puede ser cualquier red adecuada, incluyendo Internet, una red de area amplia y/o una red local. El servidor
101 y la fuente 103 pueden estar en comunicacién con la red 106 a través de los canales 110, 111 de comunicacion.
Los canales 110, 111 de comunicacién pueden ser cualquier canal de comunicacién adecuado, incluidos canales
inalambricos, de satélite, cableados o de otro tipo.

Un sistema 100 ilustrativo incluye ademas un aparato informatico 105 en comunicacién con la red 106, a través del
canal 112 de comunicacidn. El aparato informatico 105 puede ser cualquier aparato informatico adecuado, incluido un
ordenador personal (de ubicacién fija), un ordenador portatil, un asistente digital personal, un teléfono celular, una
tableta portétil, un reproductor de audio portétil o de otro tipo. Por ejemplo, el sistema 100 puede incluir aparatos
informaticos 104 y 106 realizados como un teléfono celular portatil y una tableta, respectivamente. Los aparatos 104
y 106 pueden incluir medios 141, 161 de visualizacién y/o botones/controles 142. Los controles 142 pueden funcionar
de forma independiente o en combinacién con cualquiera de los controles indicados anteriormente.

Ademas, los aparatos 104, 105 y 106 pueden estar en comunicacioén entre si a través de unos canales 115, 116 de
comunicacién (por ejemplo, canales cableados, inaldmbricos, de Bluetooth, etc.), y pueden estar ademas en
comunicacién con lared 106 a través de los canales 112, 113 y 114 de comunicacién.

Por lo tanto, todos los aparatos 104, 105 y 106 pueden estar en comunicacién con uno o ambos del servidor 101y la
fuente 103, asi como entre si. Cada uno de los aparatos puede estar en comunicacién separable con la red 106 y
entre si, de modo que los aparatos 104, 105 y 106 puedan funcionar sin una comunicacién constante con la red 106
(por ejemplo, utilizando los controles de conexién de datos de una interfaz). Por ejemplo, si no hay disponibilidad de
datos o si un observador solicita que un aparato funcione fuera de linea, por ejemplo, sin una conexién de red
inmediata, los datos utilizados por cualquiera de los aparatos 104, 105 y 106 pueden basarse en
informacién/parametros almacenados o en caché. De ello se deduce que cada uno de los aparatos 104, 105y 106
puede configurarse para que realice las metodologias descritas en las diversas realizaciones ilustrativas.

Ademas, utilizando cualquiera de los medios de comunicacion ilustrados, los aparatos 104, 105 y 106 pueden
manipular, compartir, transmitir y/o recibir diferentes datos producidos anteriormente o actualmente en cualquiera de
los elementos ilustrados del sistema 100. Por ejemplo, los datos pueden estar disponibles en el servidor 101 y/o en la
fuente 103. Ademas, los observadores de cualquiera de los dispositivos 104, 105 y 106 pueden manipular, transmitir,
etc., datos de forma independiente, por ejemplo, para determinar por separado un valor actual del indice en un
momento dado.

Ademas, y como se ha descrito anteriormente, las realizaciones ilustrativas de la presente descripciéon pueden
realizarse en forma de procesos y aparatos implementados por ordenador para practicar tales procesos (por ejemplo,
un software que controle la LBL por TFF). Por lo tanto, segln una realizacién ilustrativa, las metodologias descritas
anteriormente pueden implementarse mediante un sistema o aparato informatico. Un sistema o aparato informatico
puede ser algo similar a los dispositivos moéviles y aparatos informéticos descritos anteriormente, que pueden incluir
elementos como los que se describen a continuacién.

La Figura 8 ilustra un aparato informatico segln una realizacién ilustrativa. Pueden ejecutarse partes o la totalidad de
las metodologias descritas en la presente memoria como instrucciones en un procesador 202 del sistema informético
200. El sistema informético 200 incluye una memoria 201 para almacenar instrucciones e informacién, un dispositivo
o dispositivos 203 de entrada para la comunicacién informética y un dispositivo 204 de visualizacién, que puede
mostrar una interfaz 205 de usuario. La interfaz de usuario puede proporcionar al usuario indicaciones de llamada a
la accién, tales como proporcionar indicar la necesidad de que el usuario haga un clic manual para iniciar un ciclo de
deposicién de polielectrolitos. El sistema informético 200 puede conectarse ademas a la red 208. Alternativamente, el
control por ordenador incluye una interfaz de usuario configurada para mostrar el estado de al menos un ciclo de
deposicién de polielectrolitos.

Por lo tanto, la presente descripcién puede implementarse, en software, por ejemplo, como cualquier programa
informatico adecuado en un sistema informatico algo similar al sistema informético 200. Por ejemplo, un programa
segln la presente descripcion puede ser un producto de programa informético que haga que un ordenador ejecute los
métodos ilustrativos descritos en la presente memoria.

Por lo tanto, las realizaciones se pueden incorporar en forma de procesos implementados por ordenador y aparatos
para poner en préctica esos procesos en un producto de programa informatico. Las realizaciones incluyen el producto
300 de programa informatico, tal como se representa en la Figura 9, en un medio 302 utilizable por ordenador con una
I6gica 304 de cédigo de programa informatico que contiene instrucciones incorporadas en medios tangibles como un

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3023 882 T3

articulo de fabricacién. Los articulos de fabricacion ilustrativos para el medio 302 utilizable por ordenador pueden
incluir dispositivos CD-ROM, discos duros, unidades flash de bus serie universal (USB) o cualquier otro medio de
almacenamiento legible por ordenador, en donde, cuando se carga y ejecuta en un ordenador la l6gica 304 de cédigo
de programa informatico, el ordenador se convierte en un aparato para poner en practica la presente descripcion. Las
realizaciones incluyen la I6gica 304 de c6digo de programa informatico, por ejemplo, ya sea almacenada en un medio
de almacenamiento, cargada en y/o ejecutada por un ordenador, o transmitida a través de algin medio de transmisién,
tal como a través de cables o alambres eléctricos, a través de fibra dptica 0 mediante radiacién electromagnética, en
donde, cuando se carga y ejecuta en un ordenador la légica 304 de cddigo de programa informatico, el ordenador se
convierte en un aparato para poner en practica la presente descripcién. Cuando se implementan en un
microprocesador de uso general, los segmentos de l6gica 304 de cédigo de programa informatico configuran el
microprocesador para crear circuitos l6gicos especificos.

Puede utilizarse cualquier combinacién de uno 0 méas medios legibles por ordenador. El medio legible por ordenador
puede ser un medio de sefial legible por ordenador o un medio de almacenamiento legible por ordenador. Un medio
de almacenamiento legible por ordenador puede ser, por ejemplo, aunque no de forma limitativa, un sistema, aparato
o dispositivo eléctrico, magnético, 6ptico, electromagnético, infrarrojo o semiconductor, o cualquiera combinacién
adecuada de los anteriores. Ejemplos més especificos (una lista no exhaustiva) del medio de almacenamiento legible
por ordenador incluiria lo siguiente: una conexidén eléctrica que tiene uno o més cables, un disquete de ordenador
portatil, un disco duro, una memoria de acceso aleatorio (RAM), un memoria de solo lectura (ROM), una memoria de
solo lectura programable y borrable (memoria EPROM o Flash), una fibra 6ptica, una memoria de solo lectura de disco
compacto portétil (CD-ROM), un dispositivo de almacenamiento éptico, un dispositivo de almacenamiento magnético,
o cualquier combinacién adecuada de los anteriores. En el contexto de este documento, un medio de almacenamiento
legible por ordenador puede ser cualquier medio tangible que pueda contener o almacenar un programa para su uso
por parte de o en conexidén con un sistema, aparato o dispositivo de ejecucién de instrucciones.

Un medio de sefial legible por ordenador puede incluir una sefial de datos propagada con un cddigo de programa
legible por ordenador incorporado en la misma, por ejemplo, en banda base o como parte de una onda portadora.
Dicha sefial propagada puede adoptar cualquiera de diversas formas, incluyendo, aunque no de forma limitativa,
electromagnética, 6ptica o cualquier combinacién adecuada de las mismas. Un medio de sefial legible por ordenador
puede ser cualquier medio legible por ordenador que no sea un medio de almacenamiento legible por ordenador y que
pueda comunicar, propagar o transportar un programa utilizado por o en conexién con un sistema, aparato o dispositivo
de ejecucién de instrucciones.

El cédigo de programa incorporado en un medio legible por ordenador puede transmitirse usando cualquier medio
apropiado, incluyendo, pero sin limitarse a, inaldmbrico, cable de fibra éptica, RF, etc., o cualquier combinacién
adecuada de los anteriores.

El cédigo de programa informético para llevar a cabo operaciones para aspectos de la presente descripcién puede
escribirse en cualquier combinacién de uno o mas lenguajes de programacién, incluido un lenguaje de programacion
orientado a objetos, tal como Java, Smalltalk, C++ o similares, y lenguajes de programacién procedimentales
convencionales, tales como el lenguaje de programacién “C” o lenguajes de programacién similares. El cédigo de
programa puede ejecutarse completamente en el ordenador del observador, parcialmente en el ordenador del
observador, como un paquete de software independiente, p. ej. desde un sistema en red, parcialmente en el ordenador
del observador y parcialmente en un ordenador remoto, 0 completamente en el ordenador o servidor remoto. En este
ultimo caso, el ordenador remoto puede estar conectado al ordenador del observador a través de cualquier tipo de
red, incluida una red de éarea local (LAN) o una red de area amplia (WAN), o la conexién puede realizarse a un
ordenador externo (por ejemplo, a través de Internet utilizando un proveedor de servicios de Internet).

Como se ha descrito anteriormente, las caracteristicas de las realizaciones ilustrativas incluyen otras caracteristicas
Unicas que no se encuentran en la técnica.

Los métodos y aparatos descritos en la presente memoria son Utiles para depositar una pelicula multicapa sobre un
nlcleo de sustrato, tal como un ndcleo de nanoparticulas o un nicleo de microparticulas. Los tamafios de nlcleo en
el orden de 5 nanémetros (nm) a 50 micrémetros (Um) de didmetro son particularmente Gtiles. Los nucleos pueden
estar compuestos por muchos materiales siempre que tengan una distribucién de tamafio controlable y tengan
suficiente carga superficial (positiva 0 negativa) para unir polielectrolitos. Algunos ndcleos ilustrativos compuestos por
materiales inorganicos incluyen microparticulas de CaCOs, nanoparticulas de CaCOs y otras sales inorganicas tales
como MgCQOs, fosfato de calcio, particulas de silice y particulas de éxido de hierro. Algunos ejemplos de particulas de
ndcleo compuestas por polimeros organicos incluyen nanoparticulas y microparticulas compuestas por é&cido
polilactico (PLA), copolimero de &cido polilactico y 4cido glicélico (PLGA), polietilenglicol (PEG), quitosano, latex, acido
hialurénico y gelatina. Ademés, los nlcleos pueden estar compuestos por materiales tanto inorganicos como
organicos, por ejemplo, microparticulas de CaCOs coprecipitadas con poli-L-glutamato, sal sddica.

La generalidad y la relativa simplicidad del proceso de pelicula de LBL permiten la deposicién de muchos tipos

diferentes de polielectrolitos sobre muchos tipos diferentes de superficie. Las peliculas multicapa de polipéptidos son
un subconjunto de peliculas multicapa de polielectrolitos, que comprenden al menos una capa que comprende un
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polipéptido cargado, tal como un polipéptido disefiado. Una ventaja clave de las peliculas multicapa de polipéptidos
sobre las peliculas compuestas por otros polimeros es su biocompatibilidad. Las peliculas LBL también se pueden
usar para la encapsulacién. Las aplicaciones de las peliculas y microcapsulas de polipéptidos incluyen, por ejemplo,
nanorreactores, biosensores, células artificiales, vacunas y vehiculos de administracién de farmacos.

El término “polielectrolito™ incluye materiales policatiénicos y polianiénicos que tienen un peso molecular superior a
1 000 y al menos 5 cargas por molécula. Los materiales policatiénicos adecuados incluyen, por ejemplo, polipéptidos
y poliaminas. Los polipéptidos incluyen, por ejemplo, un polipéptido tal como poli-L-lisina (PLL), poli-L-arginina, poli-L-
ornitina, poli-D-lisina y poli-DL-lisina. Las poliaminas incluyen, por ejemplo, polivinilamina, poli (aminoestireno), poli
(aminoacrilato), poli (N-metilaminoacrilato), poli (N-etilaminoacrilato), poli (N, N-aminoacrilato de dimetilo), poli (N, N-
dietilaminoacrilato), poli (aminometacrilato), poli (aminometacrilato de N-metilo), poli (aminometacrilato de N-etilo), poli
(N, N-dimetil aminometacrilato), poli (N, N-dimetil aminometacrilato), i (etilenimina), poli (dialilo) cloruro de
dimetilamonio), poli (cloruro de N, N, N-trimetilaminoacrilato), poli (cloruro de metiacrilamidopropiltrimetilamonio),
quitosano y combinaciones que comprenden uno o mas de los materiales policatiénicos anteriores. Los materiales
polianiénicos adecuados incluyen, por ejemplo, un polipéptido tal como acido poli-L-glutdmico (PGA), acido poli-L-
aspartico, acido poliD-aspéartico, acido poli-L-gamma-glutamico, un acido nucleico tal como ADN y ARN, alginato,
carragenano, furcelaran, pectina, xantano, acido hialurénico, heparina, sulfato de heparan, sulfato de estafio, sulfato
de dermatéan, sulfato de dextrano, acido poli (met) acrilico, celulosa oxidada, carboximetilcelulosa, polisacaridos acidos
y croscarmelosa, polimeros y copolimeros sintéticos que contienen grupos carboxilo colgantes, y combinaciones que
comprenden uno o mas de los materiales polianiénicos anteriores. En un ejemplo, el epitopo de RSV y el polielectrolito
tienen el mismo signo de carga.

Un homopolimero se define en la presente memoria como un polimero compuesto por una Unica subunidad
monomérica repetitiva. Para los fines de la fabricacién LBL, la subunidad monomérica generalmente lleva al menos
una sola carga, positiva o negativa. Por lo tanto, para los fines de la LBL, el homopolimero es normalmente un
polielectrolito. Hay una amplia variedad de homopolimeros Utiles en la LBL. De particular importancia son los
aminoécidos poliméricos tales como poli-L-glutamato, poli-L-aspartato, poli-L-lisina y poli-L-arginina, entre otros.
Cuando un homopolimero estd compuesto de aminoacidos repetidos, también puede denominarse homopolipéptido.
En la presente memoria, la abreviatura usada para homopolipéptido es HP.

En un ejemplo, una o méas capas de polielectrolitos de la pelicula comprenden un polipéptido (DP) disefiado.
Opcionalmente, por conveniencia, los polipéptidos disefiados se sintetizan quimicamente. Los principios de disefio de
los polipéptidos adecuados para la deposicidn electrostatica capa por capa se explican en la publicacién de patente
US-2005/0069950. En resumen, las principales preocupaciones de disefio son la longitud y la carga del polipéptido.
La electrostética supone la preocupacién de disefio mas importante porque es la base de la LBL electrostatica. Sin
propiedades de carga adecuadas, un polipéptido podria no ser sustancialmente soluble en solucién acuosa con un pH
de 4 a 10 y no podréa usarse facilmente para la fabricacién de una pelicula multicapa mediante LBL electrostatica.
Otros problemas de disefio incluyen la estructura fisica de los polipéptidos, la estabilidad fisica de las peliculas
formadas a partir de los polipéptidos y la biocompatibilidad y bioactividad de las peliculas y los polipéptidos
constituyentes. En un aspecto especifico, el polipéptido disefiado comprende un epitopo para un virus, bacteria,
parasito u hongo y es adecuado para provocar una respuesta inmunitaria.

Un polipéptido disefiado significa un polipéptido que tiene una carga suficiente para la unién estable a una superficie
con carga opuesta, es decir, un polipéptido que puede depositarse en una capa de una pelicula multicapa en la que
la fuerza impulsora para la formacién de la pelicula es electrostatica. Una pelicula corta estable es una pelicula que,
una vez formada, retiene méas de la mitad de sus componentes tras la incubacién en PBS a 37 °C durante 24 horas.
En casos especificos, un polipéptido disefiado tiene una longitud de al menos 15 aminoacidos y la magnitud de la
carga neta por desecho del polipéptido es mayor o igual a 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 0 0,5 a pH 7,0. Los aminoacidos naturales
con carga positiva (basicos) a pH 7,0 son la arginina (Arg), la histidina (His), la ornitina (Orn) y la lisina (Lys). Los
desechos de aminoéacidos naturales cargados negativamente (acidos) a pH 7.0 son el 4cido glutdmico (Glu) y el acido
aspartico (Asp). Se puede emplear una mezcla de desechos de aminoacidos de carga opuesta siempre que la relacién
neta global de carga cumpla con los criterios especificados. En una realizacién, un polipéptido disefiado no es un
homopolimero. En otra realizacién, un polipéptido disefiado no esta ramificado.

En una realizacién, un polipéptido disefiado comprende un Unico epitopo antigénico flanqueado por dos regiones de
adsorcién superficial, una regién de adsorcién superficial N-terminal y una regién de adsorcion superficial C-terminal.
En otra realizacién, un polipéptido disefiado comprende un Unico epitopo antigénico flanqueado por una regién de
adsorcién superficial unida al terminal N del epitopo. En otra realizacién, un polipéptido disefiado comprende un Unico
epitopo antigénico flanqueado por una regién de adsorcién superficial unida al terminal C del epitopo.

Cada una de las regiones independientes (por ejemplo, epitopos y regiones de adsorcién superficial) del polipéptido
disefiado pueden sintetizarse por separado mediante sintesis peptidica en fase de solucién, sintesis peptidica en fase
sélida o ingenieria genética de un organismo hospedador adecuado. La sintesis de péptidos en fase de solucién es el
método utilizado para la produccién de la mayoria de los productos farmacéuticos peptidicos aprobados en el mercado
actual. Se puede usar una combinacién de métodos en fase de solucién y en fase sélida para sintetizar péptidos
relativamente largos e incluso proteinas pequefias. Las empresas de sintesis de péptidos tienen los conocimientos y
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la experiencia para sintetizar péptidos dificiles a cambio de una tarifa por el servicio. Las sintesis se realizan en
condiciones de buenas practicas de fabricacién (GMP) y a una escala adecuada para los ensayos clinicos y el
lanzamiento comercial de farmacos.

Alternativamente, las diversas regiones independientes se pueden sintetizar juntas como una Unica cadena
polipeptidica mediante sintesis peptidica en fase de solucidn, sintesis peptidica en fase sélida o ingenieria genética
de un organismo hospedador adecuado. La eleccién del enfoque en cualquier caso particular sera una cuestiéon de
conveniencia o de economia.

Debe enfatizarse que las realizaciones descritas anteriormente de la presente descripcidén, en particular, cualquier

analisis detallado de ejemplos particulares, son simplemente posibles ejemplos de implementaciones y se exponen
para una comprensién clara de los principios de la descripcién.
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REIVINDICACIONES

Un sistema para la sintesis automatizada de particulas, conteniendo las particulas al menos una capa de
polielectrolito depositada sobre un nucleo de sustrato, comprendiendo el sistema:

un ordenador,

un componente de filtracién de flujo tangencial (TFF), y

un componente colector de adicién de reactivos solubles;

comprendiendo el componente de TFF un bucle (12) de TFF y una vélvula (28) de permeado, en
donde el bucle (12) de TFF comprende:

una bomba (18, 67) de bucle circulatorio TFF,

un depésito (16) de particulas que contiene nlcleos de sustrato,

un medio de conexién, y

un filtro (20) de TFF conectado al depdsito de particulas mediante el medio de conexién;
estando el ordenador dispuesto para controlar la valvula (28) de permeado para liberar
selectivamente permeado desde el filtro (20) de TFF;

incluyendo el componente colector de adicién de reactivos solubles al menos un reactivo
soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89) y al menos una vélvula (31, 33, 35, 37, 44, 93, 95) de reactivo,
en donde el reactivo soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89) incluye un polielectrolito;

estando el ordenador dispuesto para controlar la al menos una vélvula (31, 33, 35, 37, 44,
93, 95) de reactivo para suministrar el al menos un reactivo soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89)
desde el componente colector de suministro de reactivos solubles al componente de TFF
para formar una mezcla con los nucleos de sustrato;

caracterizado porque

el componente colector de suministro de reactivos solubles comprende una pluralidad de
reactivos solubles (32, 34; 56, 58; 88, 89) y una pluralidad de valvulas (31, 33, 35, 37, 44,
93, 95) de reactivo, incluyendo los reactivos (32, 34; 56, 58; 88, 89) polielectrolitos con
cargas opuestas; y

el ordenador esta dispuesto para controlar la vélvula (28) de permeado y la pluralidad de
valvulas (31, 33, 35, 37, 44, 93, 95) de reactivo para realizar la formacidén automatica capa
por capa de peliculas multicapa que contienen una pluralidad de capas de polielectrolitos
con cargas opuestas, mientras que la bomba (18, 67) de bucle circulatorio de TFF recircula
la mezcla a través del bucle (12) de TFF al:

suministrar automatizadamente un volumen definido de un primero de los reactivos
solubles (32, 34, 56, 58; 88, 89) al componente de filtracién de flujo tangencial;
mezclar el primer reactivo soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89) con las particulas del
nlcleo de sustrato durante un tiempo definido;

eliminar el exceso del primer reactivo soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89) por
permeacidn para un volumen definido; y

suministrar un volumen definido de un segundo de los reactivos solubles (32, 34;
56, 58; 88, 89) que tiene una polaridad opuesta a la del polielectrolito presente en
el primer reactivo soluble.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde la valvula de permeado y las valvulas (31, 33, 35, 37, 44, 93, 95)
de reactivo estan completamente automatizadas.

El sistema de la reivindicacidén 1, en donde el ordenador esta dispuesto para controlar el suministro de un
tampdn de lavado a un receptaculo de desechos, al componente de TFF, 0 a ambos.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente colector de suministro de reactivos solubles
comprende al menos una bomba (36, 50, 98) de reactivos configurada para impulsar los reactivos solubles
(32, 34, 56, 58; 88, 89) a través de las valvulas (31, 33, 35, 37, 44, 93, 95) de reactivos hasta el depésito (16)
de particulas.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente colector de suministro de reactivos solubles esta
configurado para suministrar los reactivos (32, 34; 56, 58; 88, 89) impulsados por bombeo, gravedad,
jeringuilla o gas comprimido.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente de TFF y/o el componente colector de suministro
de reactivos solubles comprenden ademas al menos un respiradero controlado por ordenador.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente colector de suministro de reactivos solubles

comprende un dispositivo de medicién de reactivos configurado para indicar el volumen o el peso del reactivo
soluble (32, 34; 56, 58; 88, 89) administrado o no administrado, en donde el dispositivo de medicién esta
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configurado para transmitir datos al ordenador con el fin de registrar los tiempos y las cantidades del reactivo
soluble suministrado.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente de TFF comprende un dispositivo de medicion de
volumen configurado para enviar al ordenador los datos del volumen del bucle de TFF, en donde el ordenador
esta configurado para mantener el volumen de la mezcla dentro del bucle (12) de TFF dentro de un intervalo
establecido mediante la activacién de las vélvulas (28, 31, 33, 35, 37, 44, 93, 95) para aumentar el volumen
mediante la adicién de un reactivo (32, 34, 56, 58; 88, 89) o disminuir el volumen por permeacién.

El sistema de la reivindicacién 1, que incluye una interfaz de usuario conectada al ordenador y configurada
para proporcionar al usuario indicaciones para que este tome medidas, en donde las indicaciones incluyen la
indicacién de la necesidad de que el usuario haga clic manualmente para iniciar un ciclo de deposicién de
polielectrolitos.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el componente de TFF comprende un dispositivo de medicidén
dispuesto para medir la cantidad de un permeado que pasa a través del filtro de TFF durante una etapa
particular del ciclo de deposicién de polielectrolitos y para informar de la cantidad medida al ordenador, en
donde el ordenador esta dispuesto para terminar automaticamente una etapa del ciclo de deposiciéon de
polielectrolitos al medir una cantidad de permeado especificada por el usuario.

El sistema de la reivindicacion 10, en donde el dispositivo de medicién es una bascula electrdnica dispuesta
para medir continuamente la cantidad de permeado que sale del bucle (12) de TFF.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el bucle (12) de TFF comprende una red de tubos estériles de
bucle cerrado que incluye el filtro (20) de TFF, el depdsito (16) de particulas y el medio de conexién, en donde
la red de tubos de bucle cerrado se monta en la bomba (18, 67) de bucle circulatorio de TFF, la valvula (28)
de permeado y las vélvulas (31, 33, 35, 37, 44, 93, 95) de reactivo.
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