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@Resumen:

Nanoparticulas para la liberacién controlada de
curcumina, procedimiento de preparacion y uso de las
mismas.

La presente invencion se refiere a nanoparticulas
para la liberacion controlada curcumina que
comprenden: un nlcleo formado por agregacion de
nanoparticulas de oro donde dicho agregado presenta
forma de nanoestrella; un primer recubrimiento
formado por una capa de silice mesoporosa donde la
curcumina se encuentra encapsulada o embebida; un
segundo recubrimiento que recubre la capa de silice
porosa, donde dicho segundo recubrimiento esta
formado octadeciltrimetoxisilano; un tercer
recubrimiento que recubre la capa de
octadeciltrimetoxisilano, donde dicho tercer
recubrimiento esta formado por un compuesto
termosensible.

La presente invencién también se refiere al
procedimiento de preparacién de dichas
nanoparticulas y a su uso.
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DESCRIPCION

Nanoparticulas para la liberacién controlada de curcumina, procedimiento de

preparacion y uso de las mismas

La presente invencién se refiere a nanoparticulas para la liberacién controlada de un
agente antibacteriano como es la curcumina mediante la aplicacion de luz en el rango
del IR cercano, asi como al procedimiento de preparacién de dichas nanoparticulas y a
Su uso.

La presente invencion se puede enmarcar en el campo de la medicina, especialmente

en el tratamiento de infecciones microbianas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Debido a la creciente resistencia antimicrobiana a las terapias medicamentosas
convencionales, la Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT, por sus siglas en
inglés, antimicrobial Photodynamic Therapy) ha sido propuesta como alternativa para el
tratamiento de infecciones microbianas (Hamblin, MR. “Antimicrobial photodynamic
inactivation: a bright new technique to kill resistant microbes.” Curr Opin Microbiol, 2016
67-73). En la aPDT, un compuesto denominado fotosensibilizador (FS) interactua con la
luz de una longitud de onda adecuada, que, en presencia de oxigeno, genera especies
reactivas de oxigeno (EROS) que provocan el dafo oxidativo a los microorganismos. La
curcumina (CUR) es un FS natural utilizado con éxito en la aPDT y se ha evaluado in
vitro contra células microbianas libres (cultivos planctonicos) y biopeliculas (Abrahamse,
H, et al. “New photosensitizers for photodynamic therapy.” Biochem J, 2016, 347-64);
asi como en modelos de infeccidén in vivo (Dovigo, LN, et al. “Curcumin-mediated
photodynamic inactivation of Candida albicans in a murine model of oral candidiasis.”
Med Mycol, 2013, 243-251).

Sin embargo, el uso clinico de CUR como FS sigue siendo limitado debido a su
hidrofobicidad, inestabilidad y baja biodisponibilidad. De esta forma para su vehiculacién
y aplicacién se requieren disolventes organicos como el dimetilsulfoxido (DMSO), que
presenta efectos citotdxicos (Sakima, VT, et al. “Antimicrobial Photodynamic Therapy
Mediated by Curcumin-Loaded Polymeric Nanoparticles in a Murine Model of Oral
Candidiasis.” Molecules, 2018, 23, 2075; Hanslick, JL, et al. “Dimethyl sulfoxide (DMSQ)
produces widespread apoptosis in the developing central nervous system.” Neurobiol
2
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Dis, 2009, 1-10;).

Una alternativa para mejorar estos inconvenientes es a través de sistemas de liberacién
de farmacos, como nanoparticulas poliméricas, micelas, ciclodextrinas, nanoparticulas

mesoporosas.

Entre los posibles nanomateriales, las nanoparticulas mesoporosas de silice (MSN)
tienen una gran capacidad de carga, estabilidad quimica y biocompatibilidad
(Hernandez-Montoto, A, et al. “Gold Nanostars Coated with Mesoporous Silica Are
Effective and Nontoxic Photothermal Agents Capable of Gate Keeping and Laser-
Induced Drug Release.” ACS Appl Mater Interfaces, 2018, 27644-27656; Aznar, E, et al.
“‘pH- and Photo-Switched Release of Guest Molecules from Mesoporous Silica
Supports.” J Am Chem Soc, 2009, 6833-6843). Anteriormente se desarrollaron estudios
sobre CUR en MSN (Wang, J, et al. “Rational design of multifunctional dendritic
mesoporous silica nanoparticles to load curcumin and enhance efficacy for breast cancer
therapy.” ACS Appl Mater Interfaces, 2016, 26511-26523; Gangwar, RK, et al.”
Curcumin conjugated silica nanoparticles for improving bioavailability and its anticancer
applications.” J Agric Food Chem, 2013, 9632-9637), pero la mayoria de ellos se
utilizaron contra células cancerosas. En un estudio reciente, nanoparticulas de silice
cargadas con CUR (CUR-SNp) en concentracion de 1 mg/mL asociado a 20 J/cm? de
irradiacion de luz azul promovieron disminucion casi 6 logio en cultivos plancténicos de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Mirzahosseinipour, M, et al.
“‘Antimicrobial photodynamic and wound healing activity of curcumin encapsulated in
silica nanoparticles. Photodiagnosis Photodyn Ther, 2020, 101639). Ademas, estos
parametros de dosis de luz y CUR cargada en nanoparticulas se utilizaron contra
biopeliculas (biofilmes) monoespecies de S. aureus y P. aeruginosa, promoviendo
reduccion del recuento de colonias microbianas de 3 logig para S. aureus y 5 logio para
P. aeruginosa en comparacién con el grupo de control no tratado. Ademas de la accidn
del CUR como FS, el compuesto transportado en nanoparticulas de silice, en
comparacion con la forma libre de CUR, mostré un mayor efecto cicatrizante tras 24

horas en contacto con fibroblastos dérmicos in vitro.

A pesar de haber sido reportada eficacia fotodinamica antimicrobiana de CUR en MSN,
la liberacion prolongada de algunos sistemas podria comprometer el uso clinico de CUR

en nano cargadores.
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Una posible alternativa para mejorar la eficacia de la aPDT podria ser la modificacién
de la superficie externa de la MSN mediante el uso de puertas moleculares (Garcia-
Fernandez, A, et al. “New Advances in In Vivo Applications of Gated Mesoporous Silica
as Drug Delivery Nanocarriers.” Small, 2020, 16 (3)), que ofrecen una liberacion espacio-
temporal del compuesto cargado, a fin de tener el control de la cantidad de FS liberado
y de evitar la degradacién del FS antes de la entrega en el sitio albo. Este concepto ha
permitido el disefio de nanodispositivos para la administracion a demanda que pueden
activarse mediante sustancias quimicas (como moléculas redox, aniones seleccionados
y cambios de pH), fisicos (como luz, temperatura y campos magnéticos) y bioquimicos

(como enzimas, anticuerpos y ADN).

De esta forma, la presente invencion tiene como ventajas la liberacion controlada de
CUR de MSN, las mismas que a su vez estan recubiertas por una puerta molecular que

evita la posible degradacién del FS hasta su entrega en el sitio de accién.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién describe nanoparticulas utiles para la liberacién de compuestos
activos, tales como la curcumina, que permiten la liberacion controlada espacio-
temporal de dichos compuestos en presencia de irradiacion en el infrarrojo cercano
(NIR).

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a nanoparticulas para laliberacién
controlada de curcumina (en adelante, las nanoparticulas de la presente invencion), que
comprenden:

- un nucleo formado por agregacion de nanoparticulas de oro donde dicho agregado
presenta forma de nanoestrella,

- un primer recubrimiento del nucleo, donde dicho primer recubrimiento esta formado
por una capa de silice mesoporosa donde la curcumina se encuentra encapsulada o
embebida,

- un segundo recubrimiento formado por octadeciltrimetoxisilano, el cual se encuentra
recubriendo la capa de silice porosa,

- un tercer recubrimiento que recubre la capa de octadeciltrimetoxisilano, donde dicho
tercer recubrimiento esta formado por un compuesto termosensible seleccionado de 1-
tetradecanol, poli(N-isopropilacrilamida), ADN y heneicosano, preferiblemente

heneicosano. Este recubrimiento actua como puerta molecular termosensible.
4
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El término “nanoestrella” se refiere a una agregacion de nanoparticulas donde la
superficie exterior del agregado presenta estructuras conoidales terminadas en punta,
dando lugar a una estructura de forma estrellada de tamano nanométrico. En una
realizacion preferida, el nucleo en forma de nanoestrella presenta una dimensién mayor
promedio (distancia maxima entre dos extremos, o puntas mas alejadas, de la
nanoestrella) de entre 50 y 80 nm, medido por microscopia electrénica de

transmisién (TEM).

El término “silice mesoporosa” se utiliza con su significado ordinario en la técnica, es
decir, un material de silice (también llamado dioxido de silicio o SiO;) que comprende
mesoporos, que son poros en el rango de 2-50 nandmetros (tamafo de diametro
promedio del poro). La técnica utilizada para la medida de diametro de poro promedio

se denomina porosimetria, determinada por isotermia de adsorcion-desorcién de Na.

Las nanoparticulas de la invencion (nucleo y tres recubrimientos) presentan un diametro
promedio entre 400 y 500 nm determinado por dispersién dinamica de luz (DLS), dicho
experimento es realizado dispersando 1 mg de las nanoparticulas en 1 mL de agua

deionizada, a pH neutro (7,0) a temperatura de 25°C.

En una realizacion preferida, el nucleo en forma de nanoestrella recubierto de una capa

de silice presenta un diametro promedio de entre 100 y 150 nm, medido por TEM.

En una realizacion preferida, el potencial zeta de las nanoparticulas de la presente
invencién es negativo y esta entre -19,2 y -23,8 mV. Dicho valor podria disminuir la
interaccion con los microorganismos (A.P. Ribeiro, et al. Antimicrobial photodynamic
therapy against pathogenic bacterial suspensions and biofilms using chloro-aluminum

phthalocyanine encapsulated in nanoemulsions. Lasers Med Sci. 2015;30: 549-559).

El término "potencial zeta (Z)" hace referencia a una medida de la carga superficial de
las nanoparticulas. El potencial zeta se determina para las nanoparticulas en
suspensién en un electrolito. En dicha suspension se produce una distribucion de iones
del electrolito alrededor de la superficie de la nanoparticula. La determinacion del
potencial zeta permite estimar la carga superficial, esta técnica se puede utilizar para
comprobar la estabilidad fisica de las nanoparticulas (J. Jiang, G. Oberddrster, A. Elder,

R. Gelein, P. Mercer, and P. Biswas, “Does nanoparticle activity depend upon size and
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crystal phase?,” Nanotoxicology, vol. 2, no. 1, pp. 33—-42, 2008.). Un gran valor positivo
0 negativo del potencial zeta de las nanoparticulas indica una buena estabilidad fisica

de las nanoparticulas, debido a la repulsién electrostatica de las particulas individuales.

El potencial Z se midi6 mediante dispersién dinamica de luz (DLS, por sus siglas en
inglés de "Dynamic light Scattering"). La medida se realizé en una suspensién acuosa
de las particulas (1 mg/mL) a pH neutro (pH=7), a temperatura de 25°C en un equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) usando una cubeta de transmision. La técnica
consiste en someter la suspensién a un campo eléctrico y medir la velocidad de
desplazamiento de las particulas, bajo el efecto del campo eléctrico. El potencial zeta
es una magnitud de atraccién o repulsion de carga entre las particulas, exhibida por
cualquier particula en suspension. En otras palabras, se trata de la diferencia de
potencial a través de los limites de fase entre los sélidos y los liquidos. Al aplicar una
diferencia de potencial eléctrico, se aplica un campo eléctrico controlado por medio de
electrodos inmersos en una muestra en suspension; esto provoca que las particulas

cargadas se muevan a través del electrodo de polaridad opuesta.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere al procedimiento de preparacion de las
nanoparticulas descritas en el primer aspecto de la invencién. Dicho procedimiento
comprende las siguientes etapas:

a) sintetizar nanoparticulas de oro (AuNsds),

b) sintetizar nanoestrellas de oro (AuNSt) a partir de las nanoparticulas de oro
sintetizadas en la etapa a),

¢) recubrir las nanoestrellas de oro obtenidas en b) con silice mesoporosa,

d) encapsular curcumina en el recubrimiento de silice mesoporosa y recubrimiento
de las nanoparticulas que comprenden la curcumina encapsulada con
octadeciltrimetoxisilano,

e) recubrir las nanoparticulas obtenidas en d) con un compuesto termosensible
seleccionado de 1-tetradecanol, poli(N-isopropilacrilamida), acido

desoxirribonucleico (ADN) y heneicosano, preferiblemente heneicosano.

Las AuNsds que se preparan en la etapa a) tienen un tamano de diametro promedio de
entre 20 y 40 nm, medido por TEM . Para ello, ,en una realizacion preferida, las AuNsds
se preparan en la etapa a) poniendo en contacto acido cloroaurico HAUCIs y citrato

sbdico en agua a reflujo durante un tiempo de entre 15 a 20 minutos, preferiblemente

6



10

15

20

25

30

35

ES 2 962 702 Al

15 min. Seguidamente las AuNp se ponen en contacto con polivinilpirrolidona (PVP) a
fin de obtener AUNP esféricas y se mantiene en agitacion a tempreatura ambiente (18-
25°C) durante un tiempo entre 16 y 20h, preferiblemente 18h. Las AuNsds sintetizadas
de recogen por centrifgaciéon de la mezcla resultante de la reaccion. Las proporciones
mas preferidas entre reactivos para esta etapa son las siguientes:

- 70 yL de HAuCI4 en 100 mL de agua destilada

- 15 mL de una solucion acuosa de citrato sédico al 1%

- 1 mL de solucién acuosa de PVP a 500 mg/mL en 20 mL de una de suspensién

de AuNsds.

En una realizacion preferida, las AuNSt se preparan en la etapa b) poniendo en contacto
PVP con una solucién acuosa de HAuCls y posterior adicién de las AuNp obtenidas en
la etapa a), manteniendo la mezcla bajo agitacién a temperatura ambiente (18-25°C)
durante un tiempo entre 20 y 26h, preferiblemente 24 h. Transcurrido este tiempo, las
AuUNSt se recogen por centrifugacidon. Las proporciones preferidas entre reactivos para
esta etapa son las siguientes:

- 45 mL de una solucion de DMF conteniendo 30 de PVP, con 150 uL de una

solucion acuosa de HAuCl,

- Se anaden 5 mM de AuNsds en solucién acuosa

En una realizacién preferida, para formar el recubrimiento de silice mesoporosa en la
etapa ¢), se pone en contacto una solucién acuosa de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) con etanol bajo atmésfera de Argon (Ar), seguido de la adicién de amoniaco y
AuNSt obtenidas en la etapa anterior. Posteriormente, se anadea la mezcla de reaccién
ortosilicato de tetraetilo (TEOS) y la mezclas de reaccion de mantiene en atmésfera
inerte durante un tiempo entre 20 y 26h y una temperaturea de entre 23 y 28°C,
preferiblemente, 24 horas a 25 °C. Transcurrido este tiempo, las nanoparticulas
recubiertas de silice se centrifugan y se lavan con etanol. Preferiblemente, se realiza a
continuaciéon un proceso de extraccion utilizando una solucion etanédlica de nitrato
amoénico (NH4NOs) para eliminar las moléculas de CTAB restantes.Las proporciones
preferidas entre reactivos:

- A 50 mL de una solucién acuosa de CTAB a 6,6 mM se afiaden 20 mL de etanol,

- 50 pl de una solucion acuosa de amoniaco al 32% y 5 mM de AuSt,

- 40yl de TEOS a la reaccién.
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En una realizacién preferida, a fin de incluir curcumina en la capa de silice mesoporosa,
se suspenden las nanoparticulas obtenidas en la etapa c) en acetonitrilo (ACN) y se
affiade curcumina a la mezcla de reaccion que se mantien bajo agitacion durante un
tiempo entre 50 minutos a 1h a una temperatura entre 23 y 25°C, preferiblemente,
durante 1 h a 25°C bajo agitacién. Posteriormente, se aflade octadeciltrimetoxisilano
(OCT) a la soluciona fin de formar el recubrimiento de OCT. La mezcla con OCT se
mantiene durante un tiempo entre 10 y 14h y a una temperatura de 23 a 28°C,
preferiblemente 12 horas a 25 °C, bajo agitacién. Transcurrido este tiempo, las
particulas se centrifugan, se laven con con una solucion acuosa de ACN y se secan al
vacio. Las proporciones preferidas entre reactivos:

- una solucién madre de CUR diluida en acetonitrilo 1 mg/mL con 1 mg/mL de

AuNst@mSiO;,
- 20 pL de OCT en 2 mL de solucion CUR: AuNst@mSiO..

En una realizacién preferida, la etapa €) se lleva a cabo poniendo en contacto las
nanoparticulas obtenidas en la etapa d) con el compuesto termosensible,
preferiblemente utilizando n-hexano como disolvente, y la mezcla se sometid a
ultrasonidos durante un tiempo entre 40s y 1 min, preferiblemente 1 min y posterior
agitacién en una agitador tipo vértex durante un tiempo ente 10 y 30s, preferiblemente
20s. La etapa de ultrasonidos y agitacidén en un agitador vértex puede repetirse varias
veces. Las proporciones preferidas entre reactivos:

- las nanoparticulas cargadas con CUR en 10 mL de n-hexano.

- 1 mL de heneicosano o del compuesto termoestable de que se trate (20 mg/mL

diluido en n-hexano).

La presente invencién también se refiere a nanoparticulas obtenidas mediante el

procedimiento descrito anteriormente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion que comprende las

nanoparticulas descritas en el primer aspecto de la invencién.

En una realizacién preferida, la composicién es una composicion farmacéutica.

La composicidon farmacéutica incluye preferentemente al menos un excipiente y/o

vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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El “vehiculo” o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del vehiculo
es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor dosificacién y
administracion o dar consistencia y forma a la composicion farmacéutica. Por tanto, el
vehiculo es una sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de
los componentes de la composicion farmacéutica de la presente invenciéon hasta un
volumen o peso determinado; o bien que aun sin diluir dichos componentes es capaz de
permitir una mejor dosificacion y administracion o dar consistencia y forma al
medicamento. Cuando la forma de presentacibn es liquida, el vehiculo

farmacéuticamente aceptable es el diluyente.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcién de
cualquiera de los componentes de la composicidn de la presente invencién, estabiliza
dichos componentes o ayuda a la preparacién de la composicion farmacéutica en el
sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi pues,
los excipientes podrian tener la funcion de mantener los componentes unidos como por
ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcién de endulzar, funcion de colorante,
funcion de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la
humedad, funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de
presentacidon como, por ejemplo, el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora
para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir
otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo. Por tanto, el término
“excipiente” se define como aquella materia que, incluida en las formas galénicas, se
afade a los principios activos 0 a sus asociaciones para posibilitar su preparacion y
estabilidad, modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades
fisico-quimicas de la composicién farmacéutica y su biodisponibilidad. El excipiente
“farmacéuticamente aceptable” debe permitir la actividad de los compuestos de la

composicion farmacéutica, es decir, que sea compatible con dichos componentes.

Ademas, como entiende el experto en la materia, el excipiente y el vehiculo deben ser
farmacolégicamente aceptables, es decir, que el excipiente y el vehiculo estén
permitidos y evaluados de modo que no cause dafio a los organismos a los que se

administra.

Otro aspecto de la invencion se refiere a las nanoparticulas de la invencion, o de una

composicion que las comprende, para su uso como medicamento.

9
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Otro aspecto de la invencion se refiere a las nanoparticulas de la invencion, o de una
composicién que las comprende, para su uso en la liberacidén controlada de curcumina
en presencia de radiacion de luz en el infrarrojo cercano (NIR) de entre 180-3000nm de
longitud de onda, preferiblemente de entre 600 y 900nm, mas preferiblemente, 808 nm.
En presencia de esta radiacion, las AuNSt transforman la luz en calor que es capaz de
fundir el compuesto termosensible o cambiar la estructura en el caso del ADN,

produciéndose asi la liberacidén de la curcumina contenida en el interior de los poros.

Un ultimo aspecto se refiere a las nanoparticulas de la invencién, o de una composicién
que las comprende, para su uso en Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT),
preferiblemente frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. La
curcumina actua como fotosensibilizador (FS). Una vez liberada la curcumina mediante
irradiacion de luz NIR, se lleva a cabo una irradiacién con longitud de onda entre 410 a
466nm, preferiblemente 450nm (azul) que, en presencia de oxigeno, da lugar a la

produccién de Especies Reactivas de Oxigeno capaces de producir muerte microbiana.

La terapia fotodinamica antimicrobiana combina el uso de un farmaco fotosensibilizante,

la luz y el oxigeno para erradicar microorganismos patégenos

La principal ventaja de este sistema es la liberacién controlada de curcumina bajo
irradiacion de luz NIR (permite liberar hasta alrededor del 89% de la curcumina presente
en las nanoparticulas en 30 min) y la posibilidad de usarlo en Terapia Fotodinamica
antimicrobiana. Ademas, el compuesto termosensible también actua como barrera
protectora de la curcumina hasta que llega a las células microbianas, evitando su

degradacién.

Las nanoparticulas de la presente invencién han demostrado tener ventajas de

liberacién controlada bajo irradiacion NIR y entrega del FS en microorganismos.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: Microscopia TEM (a) y Espectro de absorcion UV-visible (b) de AuNsds

Fig. 2: Microscopia TEM (a) y Espectro de absorcién UV-visiblre (b) de AUNSt

Fig. 3: Microscopia TEM (a) y Espectro de absorcién UV-visibire (b) de AUNSt@mSiOa.
Fig. 4. Microscopia TEM (a) y Espectro de absorcion UV-visible (b) de
AUNSt@mSIiO@CUR@paraffin.

Fig. 5: Espectro de absorcion de curcumina.

Fig. 6: Fotoliberacion de CUR de AUNSt@mSiO.@ CUR@paraffin, grafico de dispersion
indica porcentaje de liberacion de CUR en funcién del tiempo de irradiacién.

Fig. 7: Valores medios de UFC/mL de culturas plancténicas de (a) S. aureus y (b) P.
aeruginosa. Barras de error: desvio estandar (n=12). Cantidad de UFC/mL en funcién

de los grupos evaluados.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores.

Materiales y Métodos

Polivinil pirrolidona (PVP-MW 10000), citrato, oro auric-IlI-(HAuCI4), citrato de sodio 1%,
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), N,N-dimetilformamida (DMF), curcumina,
tetraetil ortosilicato (TEOS), acetonitrilo (ACN), octadeciltrimetoxisilano (OCT) fueron
adquiridos por Sigma Aldrich.

Para la caracterizacion de las nanoparticulas, se han utilizado los siguientes equipos:
Espectrofotometro UV-Visible (JASCO V-630 Spectrophotometer, JASCO, Easton,
USA), Fluorimetro (JASCO FP-8300, JASCO, Easton, EE.UU.), centrifuga (Eppendorf
5810 R) Laser NIR (desarrollado por el departamento de ingenieria de la Universitat
Politécnica de Valéncia), Luz LED azul a ~450 nm con potencia de 30 mW/cm2 (Bulbs
lighting. Co. Shenzhen, China).

Ejemplo 1: La sintesis de nanoparticulas fotosensibles de la presente invencién
El procedimiento de sintesis de las nanoparticulas de la presente invencién incluye cinco

pasos principales.
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En el primer paso, se sintetizaron nanoparticulas de oro (AuNp), también llamadas
nanoseeds, mezclando 100 mL de agua deionizada con 70 L de acido cloroaurico al
30% (HAuUCls 1,444 M). La mezcla se realizé en un matraz de doble cuello y fondo
redondo utilizando un sistema de reflujo, que fue calentado a 100 °C, con agitacidén
magnética 1200 rpm. Tras la ebullicién de la mezcla, se afadieron 15 mL de una
solucidén acuosa de citrato sodico (1%) anadidos por el lateral del matraz de dos bocas,
la temperatura (100° C) y agitacion magnética se mantuvieron durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo, se mantuvo la agitacion magnética hasta que la mezcla se

enfrié a temperatura ambiente.

Posteriormente, en otro matraz de fondo redondo, se afadieron 20 mL de AuNpy 1 mL
de una solucién acuosa de 500 mg/mL de polivinilpirrolidona (PVP, M=10.000 g/mol).
La solucidn se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. Finalmente, las AuNp se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 20 minutos a 25 °C, el precipitado -pellet- (AuNp) se
resuspendié en 1,5 mL de etanol 99%. Las AuNp producidas con tamano de 31,1 nm
(Figura 1a), se observd mediante microscopia electronica de transmisién (TEM). La
dispersion dinamica de luz (DLS) mostré AuNp con un rango de tamano de 48,1 a 75,57
nm. En la caracterizacion del espectro de absorcion UV-visible, se observé un maximo

de absorcion a 520 nm (Figura 1b).

En el segundo paso, se realiz6 el crecimiento de nanoestrellas de oro (AuNSt) utilizando
una solucién concentrada de 45 g de PVP diluida en 150 mL de dimetilformamida, en la
que se mezclaron 750 uL de una solucién acuosa de HAuCl4 (166 mM). Después de 5
minutos, se afadieron 50 pL del AuNp en concentracion de 6,5 mM sintetizado
previamente. La reaccion se mantuvo 24 horas sin agitacién y a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, las AuNSt se lavaron 5 veces por centrifugacion (9.500 rpm
durante 20 minutos) y resuspensiéon en agua deionizada. Las AuNSt observadas por
TEM mostraron la formacion de estructuras con tamarios comprendidos entre 55,1y 74
nm (Figura 2a). El tamafo determinado por DLS oscilé entre 124 y 175,5 nm. En el
espectro de absorcion, la banda de las nanoestrellas se situaba entorno a 803 nm
(Figura 2b).

En el tercer paso, se sintetizaron las nanoparticulas de silice mesoporosa
(AUNSt@mSIOy). Para ello, en un matraz de doble cuello y fondo redondo se utilizaron

50 mL de solucién acuosa de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB 6,6 mM) con 20 mL

12



10

15

20

25

30

35

ES 2 962 702 Al

de etanol. En esta solucion, se burbujed gas argén (Ar) durante 1 hora bajo agitacion
magnética a 400 rpm y 25 °C. Después de este tiempo, se afiadieron al matraz redondo
50 pl de amoniaco al 32% y 3 mL de suspension de AuNSt (5mM). Después de 5
minutos, se gotearon 40 L de ortosilicato de tetraetilo (TEOS) en la mezcla. La reaccion
se mantuvo en atmdsfera inerte durante 24 horas a 25 °C y agitacion magnética a 400
rem. Transcurrido este tiempo, las nanoparticulas se centrifugaron (10 minutos, 9.500
rem) y se lavaron dos veces con etanol (99%). Por ultimo, se realizé un proceso de
extraccion utilizando una solucion etandlica de nitrato aménico (-NHsNOs- 10 mg/mL) y
se eliminaron las moléculas de CTAB restantes.Las nanoparticulas se lavaron 10 veces
utilizando la disolucién etandlica de NH4NO3 y se secaron al vacio y a temperatura
ambiente. El tamafio de las AUNSt@mSiO. observado por TEM fue de 122 nm (Figura
3a). Por DLS el tamanfio de las nanoparticulas oscilaba entre 216,4 y 338,2 nm y el valor
del indice de polidispersion (PDI) oscilé entre 0,049 y 0,385 unidades arbitrarias (u.a.).
El potencial zeta de la formulacion se evalud antes de la extraccion con CTAB (rango
de +29,2 a +47,8 mV) y después de la extraccién con CTAB (de -25,7 a -32,9 mV).

Ademas, se observo el espectro de absorcién maximo alrededor de 803 nm (Figura 3b).

En la etapa 4, se cargd la curcumina (CUR) en las nanoparticulas. Para ello se
suspendieron 2 mg de AUNSt@mSiO2 en 2 mL de acetonitrilo (ACN). A continuacion, se
anadi6 1 mg de CUR y la mezcla se mantuvo durante 1 h a 25°C bajo agitacion
magnética a 400 rpm. Posteriormente, se afadieron 20 uL de octadeciltrimetoxisilano
(OCT) a la solucién. La mezcla se mantuvo durante 12 horas a 25 °C bajo agitacidén
magnética a 400 rpm. Transcurrido este tiempo, las particulas se centrifugaron y se
lavaron dos veces con una solucion acuosa de ACN al 0,5%. Por ultimo, las particulas

se secaron al vacio.

En el paso 5, se incluyé la puerta de heneiocosano (también denominado parafina) en
el sistema. Para ello, las nanoparticulas se diluyeron en 10 mL de n-hexano, seguido de
1 mL de una solucion de heneicosano diluida en n-hexano (20 mg/mL). Las
nanoparticulas se dispersaron 1 minuto en ultrasonidos y se agitaron en un "vortex"
durante 20 segundos; este procedimiento se repitidé durante 30 minutos.Las imagenes

TEM mostraron que el tamano de las nanoparticulas aumenté hasta 131 nm (Figura 4a).

Este aumento de tamario también se verificé mediante DLS, que mostré que el tamario

de las nanoparticulas oscilaba entre 402 y 484,4 nm. Los valores de PDI observados en
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esta fase de la sintesis oscilaron entre 0,092 y 0,192, mientras que el potencial zeta
oscild entre -19,2 y -23,8 mV. Por ultimo, el espectro de absorcidn se situd en torno a
803 nm (Figura 4b).

Ejemplo 2: Evaluacién de la capacidad de las nanoparticulas de la invencién para
cargarla CUR

Se evalud la capacidad de esta formulacion para cargar la CUR. Para ello, se calento
una solucién acuosa de 500 mg/mL de AUNSI@mSIO.@CUR@parafina (sintetizadas
en el ejemplo 1) mediante agitacion magnética a 60 °C y 1200 rpm durante 60 horas.
Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos
a5 °C, el pellet (CUR) fue solubilizado en ACN y su absorcion fue determinada utilizando
un espectrofotometro UV-visible a 425 nm. Los valores observados se situaron entre
0,218 y 0,265 u.a. (figuras 5a y b), correspondientes a 2,3 ug/mL y 2,7 pyg/mL de CUR

en el interior de las nanoparticulas de mSiO..

Ejemplo 3: Fotoliberacién de CUR de las nanoparticulas

La fotoliberacion de CUR de las nanoparticulas sintetizadas en el ejemplo 1 se llevo a
cabo utilizando un aparato de luz laser con una longitud de onda de 808 nm fabricado
por el Instituto de Investigacion Molecular de la Universitat Politécnica de Valencia. Las
muestras de nanoparticulas (500 mg/mL) cargadas con CUR se irradiaron con el aparato
de luz durante 0,5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Tras cada periodo de irradiacién, las
muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos a 5°C, y la fluorescencia del
sobrenadante se leyé a 498 nm. Las muestras no irradiadas permanecieron en la
oscuridad como grupo de control. La figura 6 muestra que la liberacion méaxima de CUR

de las nanoparticulas fue del 89,1%.

Ejemplo 4: Uso de las nanoparticulas de la presetne invencién como
fotosensibilizador (FS) en Terapia Fotodinamica antimicrobiana

Las nanoparticulas sintetizadas en el ejemplo 1 se utilizaron como fotosensibilizador
(FS) en Terapia Fotodindmica antimicrobiana (aPDT) contra cultivos planctonicos de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Cada microorganismo se cultivé
en un medio de cultivo especifico (caldo Muller Hinton Broth y Luria Bertoni para S.
aureus y P. aeruginosa, respectivamente) y se estandarizd el in6culo en
4,72x107(+3,9x10°) y 6,97x107(+7,52x10°) unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL).
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Para cada microorganismo en cultivos plancténicos, se evaluaron tres concentraciones
diferentes (500, 50 y 5 ug/mL) de AUNSt@mSiO.@CUR@parafina, para lo cual 100 pL
de FS y 100 yL de suspensién microbiana se mantuvieron en la oscuridad durante 5
minutos. A continuacién, cada muestra se irradidé con luz laser de 808 nm durante 20
minutos, inmediatamente, se realiz6 una segunda irradiacién, sin embargo, esta
segunda irradiacion se realizé utilizando un dispositivo de diodo emisor de luz azul (~450
nm) (LED, potencia de 30 mW/cm?, Illumination Bulbs. Co. Shenzhen, China) durante
20 minutos, correspondiente a 36 J/cm? para generar especies reactivas de oxigeno

responsables de la fotoinactivacion microbiana (grupos aPDT).

Las muestras de control incluian: suspensiones bacterianas sometidas unicamente a
irradiacion laser con y sin nanoparticulas cargadas con CUR (grupos PS- L+ y PS+ L+,
respectivamente). Otro grupo fue tratado unicamente con Iluz Ilaser sin
AUNSt@mSIiO@CUR@parafina (grupo L+).

El efecto de AUNSt@mSiO.@CUR@paraffin se evalué con la irradiacion LED azul
(LED+ PS+). También se evalué el efecto de la luz LED sin ningun tipo de nanoparticula
(grupo LED+). Por ultimo, el grupo de control general del crecimiento bacteriano no

recibié ningun tratamiento (grupo de control).

Las muestras sometidas a aPDT con 500 ug/mL del FS mostraron reducciones medias
de 3,15 y 2,18 logio(UFC/mL) de S. aureus y P. aeruginosa, respectivamente, en
comparacion con las muestras sin tratar (control). Las muestras sometidas a aPDT con
50 pg/mL de FS demostraron una reduccién de 1,5 logie (UFC/mL) para S. aureus,
mientras que para P. aeruginosa no se observo ninguna disminucidn en el recuento de
colonias. La aPDT con 5 ug/mL de PS no fue eficaz para ninguno de los dos

microorganismaos.

No se observé ninguna disminucion de la viabilidad microbiana en los grupos tratados
unicamente con laser o LED, asi como en las muestras tratadas con nanoparticulas
iluminadas unicamente con laser o LED, ya que estos grupos mostraron valores de
UFC/mL similares a los del grupo de control (sin ningun tratamiento). Las figuras 7a y
7b muestran los resultados encontrados para S. aureus y P. aeruginosa

respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticulas para la liberacion controlada de curcumina que comprenden:

- un nucleo formado por agregacién de nanoparticulas de oro donde dicho agregado
presenta forma de nanoestrella,

- un primer recubrimiento del nucleo, donde dicho primer recubrimiento esta formado
por una capa de silice mesoporosa donde la curcumina se encuentra encapsulada o
embebida,

-un segundo recubrimiento formado por una capa de octadeciltrimetoxisilano, el cual se
encuentra recubriendo la capa de silice porosa,

- un tercer recubrimiento que recubre la capa de octadeciltrimetoxisilano, donde dicho
tercer recubrimiento esta formado por un compuesto termosensible seleccionado de 1-
tetradecanol, poli(N-isopropilacrilamida), acido desoxirribonucleico (ADN) vy

heneicosano.

2. Nanoparticulas, segun reivindicacion 1, cuyo diametro promedio esta entre 400 y 500

nm, determinado por dispersion dinamica de luz (DLS).

3. Nanoparticulas, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

porque presentan un potencial zeta negativo entre -19,2 y -23,8 mV.

4. Procedimiento para la preparacion de las nanoparticulas descritas en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, que comprende:
a) sintetizar nanoparticulas de oro,
b) sintetizar nanoestrellas de oro a partir de las nanoparticulas de oro sintetizadas
en la etapa a),
¢) recubrir las nanoestrellas de oro obtenidas en la etapa b) con una capa de silice
mesoporosa,
d) encapsular curcumina en la capa de silice mesoporosa de la etapa ¢) y recubrir
la capa que comprende la curcumina encapsulada con octadeciltrimetoxisilano,
e) recubrir la capa obtenida en d) con un compuesto termosensible seleccionado

de 1-tetradecanol, poli(N-isopropilacrilamida), ADN y heneicosano.

5. Procedimiento, segun reivindicacién 4, donde las nanoparticulas de oro se preparan
en la etapa a) poniendo en contacto acido cloroaurico (HAuUCls) y citrato sédico en agua

a reflujo durante un tiempo de entre 15 y 20 min; seguidamente las nanoparticulas de
16
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oro se ponen en contacto con polivinilpirrolidona (PVP) y se mantiene en agitacion a

tempreatura ambiente durante un tiempo entre 16y 20h.

6. Procedimiento, segun reivindicacion 4 o 5, donde las nanoestrellas de oro se preparan
en la etapa b) poniendo en contacto polivinilpirrolidona con una soluciéon acuosa de
HAuCls y posterior adicion de las nanoparticulas de oro obtenidas en la etapa a),
manteniendo la mezcla bajo agitacion a temperatura ambiente durante un tiempo entre
20y 26h.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, donde, para preparar
el recubrimiento de silice mesoporosa en la etapa ¢), se pone en contacto una solucion
acuosa de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con etanol bajo atmdsfera de Argon,
seguido de la adicién de amoniaco y AuNSt obtenidas en la etapa b), seguidamente se
afnade a la mezcla de reaccion ortosilicato de tetraetilo (TEOS) y la mezcla de reaccion
se mantiene en atmésfera inerte durante un tiempo entre 20 y 26h y una temperaturea
de entre 23 y 28°C.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, donde la curcumina
se encapsula poniendo en contacto las nanoparticulas otenidas en la etapa ¢) con
curcumina utilizando acetonitrilo como disolvente y manteniendo la mezla de reaccidn
bajo agitacién durante un tiempo entre 50 minutos a 1h a una temperatura entre 23 y
25°C; posteriormente, se afade octadeciltrimetoxisilano (OCT) a la soluciéna para
formar el recubrimiento de OCT, la mezcla con OCT se mantiene durante un tiempo

entre 10 y 14h y a una temperatura de 23 a 28°C.

9. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, donde el rebrimiento
de la etapa €) se lleva a cabo poniendo en contacto las nanoparticulas obtenidas en la
etapa d) con el compuesto termosensible, preferiblemente utilizando n-hexano como
disolvente, y la mezcla se somete a ultrasonidos durante un tiempo entre 40s y 1 min, y

posterior agitacion en una agitador tipo vortex durante un tiempo ente 10 y 30s.

10. Composicidon que comprende las nanoparticulas descritas en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3.

11. Nanoparticulas descritas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 0 una
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composicién que las comprende descrita en la reivindicacion 10, para su uso como

medicamento.

12. Nanoparticulas descritas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 0 una
composicién que las comprende descrita en la reivindicacion 10, para su uso en el

tratamiento y/o prevencién de una infeccion bacteriana.

13. Nanoparticulas 0 composicion para su uso, segun reivindicacion 12, donde el
tratamiento y/o la prevencion se realiza mediante la liberacion controlada de curcumina

por irradiacién con luz en el IR cercano.

14. Nanoparticulas descritas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 0 una
composicién que las comprende descrita en la reivindicacion 10, para su uso en Terapia

Fotodinamica antimicrobiana (aPDT).

15. Nanoparticulas o composicion para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones

12 a 14, frente a infecciones de Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa.

16. Nanoparticulas 0 composicién para su uso, segun reivindicacion 14 o 15, donde la
aPDT que comprende la irradiacién de las nanoparticulas con luz de longitud de onda
de IR cercano para liberar la curcumina y, una vez liberada la curcumina, posterior
irradiacién con luz de longitud de onda de entre 410 a 466 en presencia de oxigeno para
da lugar a la produccién de especies reactivas de oxigeno capaces de producir muerte

microbiana.
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