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DESCRIPCION
Nanoparticulas de fosfato de calcio como vehiculo de colorantes para la terapia fotodinamica.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la preparacion de formulaciones de nanoparticulas que contienen fotosensibilizadores
hidréfobos o hidrdéfilos, y su uso en la terapia fotodinamica, en particular para la terapia tumoral y antibacteriana,
utilizando administracion intravenosa o tépica.

2. Declaracién de divulgacion de la invencion

Las nanoparticulas de fosfato de calcio han ganado un creciente interés en los Ultimos afios debido a su alta
biocompatibilidad, debido al hecho de que el fosfato de calcio constituye el mineral inorganico de los huesos y dientes
de los mamiferos (S.V. Dorozhkin, M. Epple, Angew. Chem., Int. Ed., 2002, 41, 3130-3146; M. Vallet-Regi, Dalton
Trans., 2006, 5211-5220; C. Rey, C. Combes, C. Drouet, H. Sfihi, A. Barroug, Mater. Sci. Eng., C, 2007, 27, 198-5220).
Las nanoparticulas de fosfato de calcio pueden actuar también como vehiculos de farmacos, por ejemplo, para los
acidos nucleicos (V. Sokolova, M. Epple, Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 1382-1395) o para farmacos antitumorales
(B. Palazzo, M. lafisco, M. Laforgia, N. Margiotta, G. Natile, C.L. Bianchi, D. Walsh, S. Mann, N. Roveri, Adv. Funct.
Mater., 2007, 17, 2180-2188; E. Boanini, M. Gazzano, K. Rubini, A. Bigi, Adv. Mater., 2007, 19, 2499-2502; X. Cheng,
L. Kuhn, Int. J. Nanomed. 2007, 2, 667-674). Por ejemplo, se logré una exitosa transfeccion de células con
nanoparticulas de fosfato de calcio recubiertas con ADN y siARN (A. Maitra, Exp. Rev. Mol. Diagn., 2005, 5, 893-905;
Y. Kakizawa, S. Furukawa, A. Ishii, K. Kataoka, J. Controlled Release, 2006, 111, 368-370; V.V. Sokolova, |. Radtke,
R. Heumann, M. Epple, Biomaterials, 2006, 27, 3147-3153; D. Olton, J. Li, M.E. Wilson, T. Rogers, J. Close, L. Huang,
N.P. Kumta, C. Sfeir, Biomaterials, 2007, 28, 1267-1279; V. Sokolova, A.Kovtun, O.Prymak, W. Meyer-Zaika,
E.A. Kubareva, E.A. Romanova, T.S. Oretskaya, R. Heumann, M. Epple, J. Mater. Chem., 2007, 17, 721-727). Otro
ejemplo es el descrito en la Patente N° US 2008/0241256 A1 por Kuhn. Aqui se describen conjugados de agente activo
y nanoparticulas de fosfato de calcio adecuados para orientar la administracion del agente activo en las células
tumorales y los vasos linfaticos para el tratamiento del cancer y el tratamiento o la prevencion de la metastasis del
cancer. A pesar de que el sistema mejorado de administracion de farmacos puede proporcionar muchas ventajas sobre
las formulaciones del estado de la técnica, los medicamentos contra el cancer adsorbidos en nanoparticulas de fosfato
de calcio son, o bien quimioterapéuticos o agonistas de la liberacion de hormona, lo cual puede tener numerosos
efectos secundarios graves, debido a que interfieren con el crecimiento celular normal, asi como también con
crecimiento de las células cancerosas.

Las nanoparticulas inorganicas presentan varias ventajas con respecto a las nanoparticulas organicas: no son atacadas
por cepas microbianas, con frecuencia no son téxicas, la preparacion es facil y la estabilidad de almacenamiento es
normalmente buena. (V. Sokolova, M. Epple, Angew. Chem., Int. Ed., 2008, 47, 1382-1395). En especial las
nanoparticulas de fosfato de calcio cumplen con todas estas ventajas, porque son biodegradables y biocompatibles
(D. Tadic, F. Beckmann, K. Schwarz, M. Epple, Biomaterials 2004, 47, 3335-3340; C. Schiller, M. Epple, Biomaterials
2003, 24, 2037-2043; D. Tadic, F. Peters, M. Epple, Biomaterials 2002, 23, 2553-2559; S.V. Dorozhkin, M. Epple,
Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 3130-3146). Ademas, son estructural y quimicamente muy cercanas a los minerales de
los huesos humanos (S. Weiner, H.D. Wagner, Annu. Rev. Mater. Sci. 1998, 28, 271-298). Otra ventaja de las
nanoparticulas de fosfato de calcio es la posibilidad de incorporar lantanidos. Estas particulas dopadas con lantanidos
muestran fluorescencia, por lo tanto es posible seguir facilmente su trayecto a través, por ejemplo, de las células
(A. Doat, M. Fanjul, F. Pelle, E. Hollande, A. Lebugle, Biomaterials 2003, 24, 3365-3371; A. Doat, F. Pelle, N. Gardant,
A. Lebugle, J. Solid State Chem. 2004, 177, 1179-1187; A. Lebugle, F. Pelle, C. Charvillat, I. Rousselot, J.Y. Chane-
Ching, Chem. Commun. 2006, 606-608; S. Padilla Mondejar, A. Kovtun, M. Epple, J. Mater. Chem. 2007, 17, 4153-4159;
V. Sokolova, A. Kovtun, R. Heumann, M. Epple, J. Biol. Inorg. Chem. 2007, 12, 174-179).

La terapia fotodinamica (TFD) es una técnica prometedora que esta siendo estudiada para su uso en una variedad de
aplicaciones médicas y que se conoce como un reconocido tratamiento para la destrucciéon de los tumores (T.D. Mody,
J. Porphyrins Phthalocyanines, 2000, 4, 362-367). La terapia fotodinamica utiliza la luz y un fotosensibilizador (colorante)
para lograr el efecto médico deseado. Un gran ndmero de colorantes naturales y sintéticos han sido evaluados como
potenciales fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica. Tal vez la clase de fotosensibilizadores mas estudiada son
los compuestos tetrapirrolicos macrociclicos. Entre ellas, especialmente las porfirinas y clorinas han sido probados por
su eficacia en TFD.

Sin embargo, muchas de las formulaciones fotosensibilizadoras no tienen propiedades quimicas, farmacolégicas y/o
foto-fisicas para mejorar la biodisponibilidad y por lo tanto la eficacia del fotosensibilizador para lograr un eficaz
tratamiento con TFD.
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Por ello, se han hecho muchos intentos para mejorar la biodisponibilidad del fotosensibilizador mediante la alteracion de
su farmacocinética y biodistribucion. Proporcionando nanoparticulas organicas como transportadores de farmacos, la
Patente N° US 2004/0047913 A1 por Allemann y otros, describe nanoparticulas con fotosensibilizadores comprendiendo
porfirinas verdes y nanoparticulas seleccionadas de polimeros de poliéster tales como poli (D, L-lactico-co-glicélico) y
poli (D, L-lactico). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, las nanoparticulas organicas han demostrado que
presentan varias desventajas en comparacion con las nanoparticulas inorganicas. Més aun, vehiculos biodegradables a
base de polimeros portadores de farmacos pueden formar a menudo subproductos de polimeros acidos o degradarse
en fragmentos que pueden modificar el entorno en el que el agente activo se estd liberando y pueden afectar
negativamente a la droga y/o el tejido con el cual se relacionan.

Otra formulacion fotosensibilizadora que comprende nanoparticulas luminiscentes con fotosensibilizadores unidos a
ellas, para aplicaciones de TFD, es descrito en la patente N° US 2007/0218049 A1 por Chen y otros, Tras la exposicion
a la radiaciéon ionizante emitida por rayos X, particulas alfa, particulas beta, neutrones y rayos gamma, las
nanoparticulas luminiscentes emiten luz para activar los fotosensibilizadores, los cuales a su vez producen un efecto
letal por TFD en las células cancerosas. Como las nanoparticulas luminiscentes necesitan exponerse a una fuente de
radiacion ionizante, se pierde la importante ventaja de la TFD de una alta selectividad para matar las células tumorales
con un dafio minimo al tejido circundante. A pesar de que el efecto letal en las células cancerosas se amplifica por la
activacion del fotosensibilizador, el tejido sano, como la piel o los 6rganos que la radiacion ionizante debe atravesar a fin
de tratar el tumor, es sometido a los efectos peligrosos de la radiacién ionizante.

La mayoria de las sustancias empleadas con éxito para la terapia fotodinamica de tumores son sustancias lipofilicas
que, debido a su inherente baja solubilidad en agua, deben ser formuladas de una manera adecuada para mejorar su
absorcion y biodisponibilidad. Por otra parte, sustancias altamente hidréfilas no pueden ser utilizadas para la terapia
fotodinamica de tumores, ya que no se acumulan suficientemente en el tejido tumoral.

Otra posible aplicacion de la TFD es el tratamiento de las enfermedades infecciosas causadas por microorganismos
patégenos (M. Wainwright, Photodiagn. Photodyn. Ther., 2005, 2, 263-272). Un problema constante en el tratamiento de
las enfermedades infecciosas es la falta de especificidad de los agentes utilizados para el tratamiento de estas
enfermedades. En segundo lugar, los microorganismos pueden adaptarse, anulando asi el efecto de la mayoria de los
antimicrobianos quimicamente disefiados, creando cepas resistentes, que requieren ingredientes cada vez mas activos
para detener su actividad. En este sentido, la TFD ha sido identificada como una alternativa prometedora debido a su
mecanismo de accion diferente. Ademas, s6lo hay una muy baja posibilidad de formacién de cepas bacterianas
resistentes.

El uso de la terapia fotodinamica para el tratamiento de varios tipos de enfermedades ha sido limitado debido a las
caracteristicas inherentes de los fotosensibilizadores (FS). Estas incluyen su alto costo, una retenciéon extendida en el
organismo huésped, una foto-toxicidad sustancial en la piel, baja solubilidad en soluciones fisiologicas (lo que también
reduce su utilidad para la administracion intravascular, ya que puede provocar accidentes tromboembodlicos), y una baja
efectividad en su selectividad. Estas desventajas, en especial de FS en el estado de la técnica, han llevado a la
administracion de dosis muy altas de un fotosensibilizador, lo cual aumenta dramaticamente la posibilidad de
acumulacion del fotosensibilizador en los tejidos no dafiados y el consiguiente riesgo de afectar los sitios no dafiados.

Los esfuerzos por reducir costos y disminuir la toxicidad de fondo se han estado realizando, pero no estan relacionados
con los desarrollos de la presente invencién. Trabajar para mejorar la solubilidad en soluciones fisioldgicas, los efectos
de foto-toxicidad en la piel, la retencidn en el organismo huésped y en menor medida, la eficacia en la selectividad, son
las areas en las que la presente invencidn proporciona nuevas y no evidentes mejoras en el uso de la TFD para tratar
diversas hiperplasias y enfermedades relacionadas, asi como para infecciones bacterianas. Mas aun, ya que la
aplicacion de la terapia fotodinamica en el tratamiento del cancer y otras enfermedades esta aumentando rapidamente,
también hay una mayor demanda de nuevas formulaciones fotosensibilizadoras. Estas nuevas formulaciones
fotosensibilizadoras necesitan ser estables, faciles de fabricar y de manejar.

Objetivos y Breve Resumen de la Invencién

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un método de preparacion y formulaciones fotosensibilizadoras
basadas en nanoparticulas de fosfato de calcio incluyendo estabilizantes para su uso en TFD, especialmente para la
terapia fotodinamica de tumores.

Es otro de los objetivos de la presente invencién proporcionar un método de preparacion y formulaciones
fotosensibilizadoras basadas en nanoparticulas de fosfato de calcio incluyendo estabilizantes para su uso en TFD
antibacteriana.

Es aun otro objeto de la presente invencion proporcionar método de preparacion y formulaciones fotosensibilizadoras de
fotosensibilizadores hidréfilos basados en nanoparticulas de fosfato de calcio sin estabilizantes para su uso en TFD.
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Es aun otro objetivo de la presente invencién proporcionar un método de preparacion y formulaciones
fotosensibilizadoras basadas en nanoparticulas de fosfato de calcio para su uso en el diagnéstico, la localizacion de
células, los tejidos o las bacterias, mediante el uso de métodos de imagen de fluorescencia.

Brevemente, la presente invencidon proporciona formulaciones farmacéuticas de nanoparticulas cargadas con
fotosensibilizadores y sus métodos de preparacion para la terapia fotodinamica, que comprende un fotosensibilizador
hidréfobo o hidréfilo, fosfato de calcio nanoparticulado y en algunos casos reactivos auxiliares, tales como
estabilizantes. Las formulaciones de nanoparticulas basadas en fosfato de calcio de la presente invencion proporcionan
excelente estabilidad de almacenamiento y cantidades terapéuticamente eficaces de fotosensibilizador para la
administracion intravenosa o tépica. En una realizacion preferida, los derivados de tetrapirroles tales como porfirinas,
clorinas y bacterioclorinas, son los fotosensibilizadores hidréfobos preferidos que se formulan en las formulaciones de
nanoparticulas de fosfato de calcio para la terapia fotodinamica de tumores. Ademas, el pTPPP es un fotosensibilizador
hidréfilico preferido para la terapia fotodinamica de tumores. En otra realizacion preferida, se han encontrado
fotosensibilizadores hidrdfilicos catidnicos y aniénicos, especialmente las series de fenazinio, fenotiazinio y xantenos,
para inactivar las bacterias patégenas y son los fotosensibilizadores preferidos para formularse en las formulaciones de
nanoparticulas de fosfato de calcio para la terapia fotodindmica antibacteriana. En otra realizacion, las formulaciones de
nanoparticulas fotosensibilizadoras son utiles para localizar células, tejidos o bacterias mediante el uso de métodos de
imagen por fluorescencia.

Los objetivos trazados arriba y otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran evidentes a
partir de la siguiente descripcion leida en conjunto con las figuras que la acomparian.

Breve Descripcion de los Dibujos

FIG. 1a-1 muestra un espectro UV de nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP y funcionalizadas con
PSS.

FIG. 1a-2 presenta una comparacion de los analisis termogravimétricos de particulas de fosfato de calcio
funcionalizadas con PSS con y sin mTHPP adsorbida.

FIG. 1a-3 muestra difractogramas de rayos X de muestras en polvo de nanoparticulas de fosfato de calcio estabilizadas
con PSS con y sin mTHPP y lineas verticales mostrando los reflejos calculados para la hidroxiapatita.

FIG. 1a-4 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y cargadas con
mTHPP después de la ultracentrifugacion.

FIG. 1a-5 presenta los espectros de fluorescencia de nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP y
estabilizadas con PSS.

FIG. 1a-6 muestra una micrografia SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP y funcionalizadas
con PSS/PAH después de la ultracentrifugacion.

FIG. 1b-1 muestra los espectros UV de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC y cargadas con
mTHPP.

FIG. 1b-2 presenta analisis termogravimétrico de particulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC con y sin
mTHPP adsorbida.

FIG. 1b-3 muestra difractogramas de rayos X de muestras en polvo de nanoparticulas de fosfato de calcio estabilizadas
con CMC con y sin mTHPP y de los reflejos calculados para la hidroxiapatita.

FIG. 1b-4 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC y cargadas con
mTHPP.

FIG. 2-1 presenta un espectro UV de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y cargadas con MB.
FIG. 2-2 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y cargadas con MB.

FIG. 3-1 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con pTPPP después de volver
a la dispersion.

FIG. 3-2 compara los espectros de emision de fluorescencia de nanoparticulas de fosfato de calcio dispersadas y
funcionalizadas con pTPPP (concentracién eficaz de p-TPPP: 10 £ 2 uM) y una solucién acuosa de pTPPP (10 uM) a
pH 7.4.
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FIG. 3-3 muestra el espectro de emision de fluorescencia de nanoparticulas de fosfato de calcio centrifugadas (sélidas)
funcionalizadas con pTPPP.

FIG. 4 muestra resultados representativos de ensayos en células de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas
con PSS y cargadas con mTHPP con una concentracion de mTHPP en las particulas de 16.7 uM.

FIG. 5 muestra la inactivacion fotodinamica de suspensiones bacterianas de Staphylococcus aureus DSM1104 (ATCC
25923) en PBS (tampon fosfato salino) por una formulacion de azul de metileno basada en nanoparticulas de fosfato de
calcio (30 minutos de incubacién antes de la iluminacion).

FIG. 6 muestra la inactivacion fotodinamica de suspensiones bacterianas de Staphylococcus aureus DSM1104 (ATCC
25923) y Pseudomonas aeruginosa DSM1117 (ATCC 27853) en PBS (tampon fosfato salino) por una formulaciéon de
mTHPP basada en nanoparticulas de fosfato de calcio (90 minutos de incubacién antes de la iluminacion).

FIG. 7 muestra una comparacion del efecto fotodinamico del fotosensibilizador pTPPP en su forma pura (solucion
acuosa) y de una formulacién de nanoparticulas de fosfato de calcio de acuerdo con la presente invencion.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La terapia fotodinamica ha demostrado ser eficaz sobre las técnicas del estado de la técnica en muchas aplicaciones
tales como tratamientos de tumores y terapias antibacterianas. Sin embargo, la eficacia de la TFD depende tanto de la
luz y del fotosensibilizador usado. Las formulaciones fotosensibilizadoras del estado de la técnica presentan muchas
desventajas tales como la inadecuada solubilidad en soluciones fisiologicas, inadecuada estabilidad de
almacenamiento, largo plazo de retencién en los tejidos, extendida foto-toxicidad en la piel e ineficacia al seleccionar
zonas enfermas.

Por lo tanto, hay una mayor demanda de nuevas formulaciones fotosensibilizadoras con mejores propiedades técnicas y
fisico-quimicas que los compuestos del estado de la técnica. La presente invencion satisface las necesidades de las
formulaciones del estado de la técnica proporcionando una formulacion fotosensibilizadora estable y facil para fabricar y
manejar. Por otra parte, la presente invencion proporciona formulaciones fotosensibilizadoras con mejor solubilidad en
soluciones fisiolégicas y eficaces para el tratamiento de la hiperplasia y otras enfermedades relacionadas, asi como
también para las infecciones bacterianas. Ademads, ofrece alternativas novedosas para el suministro de
fotosensibilizadores tanto hidréfobos como hidréfilos en forma de nanoparticulas inorganicas estabilizadas.

En una realizacion preferida, se proporcionan formulaciones farmacéuticas de nanoparticulas cargadas con
fotosensibilizadores para aplicaciones de TFD basadas en fosfato de calcio. Comprenden un fotosensibilizador
hidréfobo o hidréfilo, fosfato de calcio y un agente estabilizador.

Para el tratamiento fotodinamico de tumores, como fotosensibilizadores hidréfilos se prefiere al pTPPP pero no se
limitan solo a este, mientras que los fotosensibilizadores hidréfobos que son de preferencia son los fotosensibilizadores
basados en tetrapirroles pero no se limitan solo a este, y son seleccionados a partir de las porfirinas, clorinas o
bacterioclorinas que tienen maximos de absorcién de luz en el rango de 640 - 780nm.

Para las terapias fotodinamicas antibacterianas, se selecciona el fotosensibilizador preferentemente entre colorantes de
fenazinio, fenotiazinio, o xanteno (es decir, azul de toluidina, azul de metileno y sus derivados, safranina y sus
derivados, eritrosina y sus derivados).

Los estabilizadores preferidos son los polielectrolitos anidnicos poliestireno sulfonado (PSS) y carboximetilcelulosa
(CMC) y los polielectrolitos catiénicos polialilamina hidroclorada (PAH) y polietileimina (PEI). Se ha demostrado que las
nanoparticulas de fosfato de calcio pueden ser estabilizadas por estos polielectrolitos (H. Urch, C. Geismann, M.
Ulbricht, M. Epple, Materialwiss. und Werkstofftech., 2006, 37, 422-425). Ademas, es posible afadir hasta tres capas de
polimero de carga alternativa sobre las nanoparticulas de fosfato de calcio utilizando la conocida técnica de capa por
capa (G. Decher, Science, 1997, 277, 1232-1237). Mediante procesos adecuados, el nucleo de fosfato de calcio puede
ser disuelto, dejando tras de si una capsula de polielectrolito (J. Schwiertz, W. Meyer-Zaika, L. Ruiz Gonzalez, JM
Gonzalez Calbet, M. Vallet Regi, Epple M., 2008, J. Mater. Chem., 18, 3831-3834). La posibilidad de incorporar especies
de bajo peso molecular en tales capas de polimero depositadas sobre los nucleos de poliestireno se conoce en la
literatura (Z. Dai, A. Voigt, S. Leporatti, E. Donath, L. Dahne, H. MOhwald, Adv. Mater. 2001, 13, 1339-1342).

En una realizacion preferida, se proporciona un método de preparacién de formulaciones de nanoparticulas
fotosensibilizadoras basadas en fosfato de calcio. EI método incluye los pasos de:

1) la formacién de nanoparticulas por un proceso de precipitacion continda de soluciones de calcio y fosfato;
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2) la adicion de un agente estabilizador, tal como PSS o CMC, durante la precipitacién de las nanoparticulas de fosfato
de calcio;
3) la adicion del fotosensibilizador antes, durante o después de la precipitacion; y

4) la funcionalizacion de las particulas de fosfato de calcio estabilizadas, cargadas con el fotosensibilizador, utilizando el
método de capa por capa.

En el caso de nanoparticulas de fosfato de calcio estabilizadas con PSS el fotosensibilizador se afiade a la dispersién
poco después de la precipitacion. En el caso de nanoparticulas de fosfato de calcio estabilizadas con CMC el
fotosensibilizador se afiade al componente de fosfato antes de la precipitacion. Ademas, las particulas de fosfato de
calcio estabilizadas con PSS y cargadas con fotosensibilizador puede ser aun mas funcionalizadas con PAH utilizando
el método de capa por capa. Las particulas funcionalizadas con CMC y cargadas con fotosensibilizador pueden ser mas
funcionalizadas con PEI. Por lo tanto, existe una amplia gama de posibilidades de funcionalizacion para las dispersiones
de nanoparticulas que también implica un estricto control de su carga (aniénica o catiénica).

En otra realizacion preferida, se proporciona un método de preparacion de formulaciones de nanoparticulas
fotosensibilizadoras basadas en fosfato de calcio, sin necesidad de afiadir un agente estabilizador. EI método incluye los
pasos de:

1) la formacién de nanoparticulas por un proceso de precipitacion continua de soluciones de calcio y fosfato; y
2) la adicion del fotosensibilizador antes, durante o después de la precipitacion.

En el caso de particulas de fosfato de calcio no funcionalizadas el
fotosensibilizador se afiade directamente a la dispersiéon de fosfato de calcio.

Se trata de una ventaja especifica de las formulaciones de la presente invencidon que a veces el fotosensibilizador se
pueda formular con el fosfato de calcio sin necesidad de utilizar un agente de estabilizacién adicional (Ejemplo 3). Por lo
tanto, los métodos descritos en la presente invencion permiten la formulacién de fotosensibilizadores altamente
hidréfilos tales como el pTPPP. En general, tales fotosensibilizadores altamente hidréfilos no son adecuados para la
terapia fotodinamica de tumores debido a su baja solubilidad en agua. Sorprendentemente, se encontré6 que un
fotosensibilizador muy hidréfilo como el pTPPP cuando se formula en las nanoparticulas de fosfato de calcio tal como se
describe en la presente invencién se convierte en fotodinamicamente activo contra las células tumorales HT29 (Ejemplo
6, que muestra las diferentes actividades de la forma pura de pTPPP y la formulaciéon de nanoparticulas fosfato de
calcio cargadas con pTPPP).

Las formulaciones de nanoparticulas fotosensibilizadoras son Utiles para dirigir la molécula de fotosensibilizador a
células, tejidos o células bacterianas no deseadas, o hacia otros objetos no deseados y, después de la irradiacién con
una fuente de luz apropiada, para dafiar el objetivo. Ademas, en otra realizacion las formulaciones fotosensibilizadoras
también son utiles para localizar células, tejidos o células bacterianas no deseadas u otros objetos no deseados
mediante el uso de métodos de imagen de fluorescencia generalmente con longitudes de onda absorbidas por la luz
ultravioleta para generar fluorescencia visible (comparese con el Ejemplo 3). La imagen se puede hacer sin o en
combinacién con la activacion fotoquimica del fotosensibilizador, por lo general con irradiaciones de luz visible o en el
infrarrojo cercano.

El fosfato de calcio constituye el mineral inorganico de los huesos y los dientes de los mamiferos y por ello, las
nanoparticulas de fosfato de calcio son bien toleradas por el cuerpo. Por consiguiente, funcionan como transportadores
muy eficaces para farmacos con una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. Al unirse el fotosensibilizador sobre y
dentro de las nanoparticulas de fosfato de calcio, los fotosensibilizadores insolubles en agua pueden dispersarse en
agua. De esta manera, se puede evitar la aplicacion de soluciones alcohdlicas.

Se presentan los siguientes ejemplos, para proporcionar a los expertos en la materia una completa e ilustrativa
divulgacion y descripcion de como hacer las nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con fotosensibilizador de la
invencién y mostrar su actividad fotodinamica, sin pretender limitar el alcance de lo que el inventor considera la
invencion. Se hicieron todos los esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los nimeros utilizados (por e€j.
cantidades, temperatura, etc.), pero deben considerarse algunos errores experimentales y desviaciones.

EJEMPLO 1a - Descripcion de la preparacion de una formulacion que comprende nanoparticulas de fosfato de calcio
estabilizadas con PSS y un fotosensibilizador hidréfobo, 5,10,15,20-tetrakis (3-hidroxifenil)-porfirina (mTHPP)

Las nanoparticulas recubiertas de PSS fueron preparadas a temperatura ambiente bombeando rapidamente soluciones
acuosas de lactato de calcio (18 mM), (NH4)2HPO4 (10,8 mM), y PSS (2 g 1'1) en una proporcion de volumen de 1: 1: 2
en un recipiente agitado que contiene 4 partes de volumen de agua. El PSS funcionaliza y estabiliza las nanoparticulas
de fosfato de calcio emergentes (H. Urch, C. Geismann, M. Ulbricht, M. Epple, Materialwiss. und Werkstofftech, 2006,
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37, 422-425). El pH de las soluciones de calcio y fosfato se ajusté previamente a 10 con una solucién de amoniaco.
Después de un minuto, se anadi6 mTHPP (1,5 mM de 2-propanol) en una proporcion de volumen de 1: 5a 1: 1 con
respecto al volumen de la solucién de fosfato. El pH final de la dispersion coloidal fue de 9,3 a 9,5. Después de 4 dias,
las particulas se separaron de los contra-iones (lactato, NH4", Na*), de un exceso de PSS (disuelto) y de mTHPP no
adsorbidos por ultracentrifugacion a 66.000 g durante 30 minutos. Las nanoparticulas centrifugadas se redispersaron en
agua, se centrifugaron y se redispersaron de nuevo. Se utilizé agua ultrapura (PURELAB Ultra de ELGA) para todas las
preparaciones.

Los productos se caracterizaron por varios métodos analiticos. El analisis termogravimétrico (TG) se llevo a cabo con un
instrumento Netzsch STA PC 409 (atmésfera de oxigeno dinamica de 50 ml min™"; velocidad de calentamiento de 1 K
min”', crisol de alumina abierto). Difraccion de rayos X en muestras de polvo (XDR; difractometro Siemens D500;
radiacion de Cu Ka, A = 1,54 A), y microscopia electrénica de barrido junto con espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (SEM-EDX; ESEM Quanta FEG 400, FEI; oro-paladio [80: 20]- muestras bombardeadas; detector EDX: S-
UTW-Si(Li)). Se realizaron dispersién de luz dinamica (DLS) y determinaciones de potencial zeta con un instrumento
Zetasizer nanoseries (Malvern Nano-ZS, laser: A = 532 nm). Los espectros de emisién y de excitacion fueron medidos a
temperatura ambiente usando un espectrofluorometro J&M (Analytische Mess- und Regeltechnik FL3095-500) equipado
con un policromador de matriz de diodos y una lampara de xenén de 75 W. Los espectros de emision se corrigieron
para la sensibilidad del detector y los espectros de excitacion para la intensidad de la luz de excitacion. Los espectros
de absorcion UV-visible se registraron con un espectrofotometro Varian Cary WinUV en cubetas de cuarzo de 1 cm.

La cantidad de mTHPP absorbido por las particulas se determind por espectroscopia UV mediante el registro de una
curva de calibracién. La FIG. 1a-1 muestra el espectro de absorcion tipico del coloide de fosfato de calcio cargado con
mTHPP. Este espectro de absorcién es similar al del espectro de absorcion de mTHPP disuelto.

La FIG. 1a-2 muestra el andlisis termogravimétrico de las nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS,
con o sin mTHPP adsorbido. La primera pérdida de peso corresponde a la pérdida de agua de los compuestos que es
muy similar para ambos tipos de muestras. La segunda pérdida de peso muestra la combustion de la parte polimérica;
en este caso la cantidad de polimero difiere en un 3,5%. Aparentemente, el mTHPP inhibe la absorcion de PSS hasta
un cierto punto. La tercera pérdida de peso del 2,9% de las nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP
corresponde a la combustion de mTHPP que falta para las particulas no cargadas. Esta cantidad de mTHPP esta de
acuerdo con los resultados obtenidos de la espectroscopia UV cuantitativa. La ultima pérdida de peso muestra la
pérdida de diéxido de carbono debido al contenido de carbonato de la fase mineral. Estos resultados también fueron
confirmados por analisis elemental (C, H, N, Ca, PO43 ). La proporcion de calcio y fosfato es de 1,67, es decir, la
proporcion estequiométrica de la hidroxiapatita.

La FIG. 1a-3 muestra los difractogramas de rayos X de muestras de polvo de nanoparticulas de fosfato de calcio
estabilizadas con PSS, con y sin mTHPP adsorbido. Las particulas consisten de hidroxiapatita nanocristalina,
Cas(PO4)3(OH), segun lo indicado por los anchos picos de difraccion.

La FIG. 1a-4 muestra una imagen SEM de las nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y cargadas
con mTHPP. Las particulas son aproximadamente de 80 a 100nm de diametro, con una distribuciéon de tamafo mas
bien monodispersa.

Las mediciones de dispersion dinamica de la luz confirmaron estos resultados. El potencial zeta de las particulas es de
aproximadamente -20 mV. A pesar del potencial zeta relativamente bajo, las particulas son estables en la dispersién por
varias semanas.

Ademas, fue posible depositar otra capa de polimero en las particulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y
cargadas con mTHPP mediante la técnica de capa por capa (G. Decher, Science, 1997, 277, 1232-1237; J. Schwiertz,
W. Meyer-Zaika, L. Ruiz-Gonzalez, J.M. Gonzalez-Calbet, M. Vallet-Regi, M. Epple, J. Mater. Chem., 2008, 18, 3831-
3834).

El polielectrolito catiénico, PAH (4 g 17 pH 7) se aiadié a la dispersion de particulas en una relacion de volumen de 1:
1. Las particulas se separaron del exceso de PAH por ultracentrifugacion a 66.000 g durante 30 minutos. Las
nanoparticulas centrifugadas se redispersaron en agua ultrapura. Los espectros UV fueron similares a los que no tenian
una segunda capa polimérica. Medidas de fluorescencia muestran una disminucién en la intensidad de fluorescencia
con la deposicion de la capa PAH (FIG. 1a-5).

Las medidas de dispersion dinamica de la luz mostraron un ligero aumento del diametro de las particulas. Esto fue
confirmado por SEM (FIG. 1a-6). El diametro de las particulas es de 100 -120nm. El potencial zeta es de
aproximadamente +50 mV lo que confirma la adsorcién del polielectrolito cationico PAH.

EJEMPLO 1b - Descripcion de la preparacion de una formulacion que comprende nanoparticulas de fosfato de calcio
estabilizadas con CMC y un fotosensibilizador hidréfobo, 5,10,15,20-tetrakis (3-hidroxifenil)-porfirina (mTHPP)
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Las nanoparticulas de fosfato de calcio recubiertas de CMC fueron preparadas a temperatura ambiente bombeando
rapidamente soluciones acuosas de lactato de calcio (18 mM), (NH4);HPO4 (10,8 mm) y CMC (2 g 1'1) en una
proporcién de volumen de 1: 1: 1, en un recipiente agitado que contiene 4 partes de volumen de agua. Antes de la
precipitacion, el fotosensibilizador mTHPP (1,5 mM en 2-propanol) se mezcld con el componente de fosfato en una
proporcion de volumen de 20: 1 a 5: 1 en relacién con el volumen de la solucion de fosfato. EI CMC funcionalizé y
estabilizd las nanoparticulas de fosfato de calcio emergentes. El pH de las soluciones de calcio y fosfato se ajustaron
previamente a 10 con una solucidon de amoniaco. El pH final de la dispersion coloidal fue de 9,2 a 9,5. Las particulas
fueron separadas de los contra-iones (lactato, NH4", Na®), del exceso de CMC disuelto y del mTHPP no absorbido por
ultracentrifugacion a 66.000 g durante 30 minutos. Las nanoparticulas centrifugadas se redispersaron en agua, se
centrifugaron y se dispersaron de nuevo. Se utilizé agua ultrapura (PURELAB Ultra de ELGA) para todas las
preparaciones. Para lograr la estabilidad de este sistema coloidal, la dispersién tenia que ser diluida en una proporcién
en volumen de 1: 5 con el agua.

Los productos se caracterizaron por varios métodos analiticos. El analisis termogravimétrico (TG) se llevé a cabo con un
instrumento Netzsch STA PC 409 (atmdsfera dinamica de oxigeno de 50 ml min™'; velocidad de calentamiento de 1 K
min”', crisol de alimina abierto). Difraccion de rayos X en muestras de polvo (XRD; difractometro Siemens D500;
radiacion Cu Ka, A =1.54 A), y microscopia electronica de barrido junto con espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (SEM-EDX, ESEM Quanta FEG 400, FEI, oro-paladio [80: 20]- muestras bombardeadas; detector EDX: S-
UTW-Si (Li)).

Se realizaron dispersion de luz dinamica (DLS) y determinaciones de potencial zeta con un instrumento Zetasizer
nanoseries (Malvern Nano-ZS, laser: A =532 nm). Los espectros de emision y de excitacién fueron medidos a
temperatura ambiente usando un espectrofluorometro J&M (Analytische Mess- und Regeltechnik FL3095-500) equipado
con un policromador de matriz de diodos y una lampara de xenén de 75 W. Los espectros de emisiéon se corrigieron
para la sensibilidad del detector y los espectros de excitacion para la intensidad de la luz de excitacion. Los espectros
de absorcién UV-visible se registraron con un espectrofotometro Varian Cary WinUV en cubetas de cuarzo de 1 cm.

La cantidad de mTHPP absorbido por las particulas se midi6 mediante espectroscopia UV. La FIG. 1b-1 muestra la
absorcion tipica del coloide de fosfato de calcio cargado con mTHPP. Excepto por los picos mas anchos, el espectro de
absorcion es parecido al espectro de absorcion del mTHPP libre.

La FIG. 1b-2 muestra los resultados de los analisis termogravimétricos de las nanoparticulas de fosfato de calcio
funcionalizadas con CMC, con o sin mTHPP adsorbido. La primera pérdida de peso corresponde a la pérdida de agua
de los compuestos. Esta es 4,5% mayor para las particulas cargadas con mTHPP que para las particulas no cargadas.
La segunda pérdida de peso es debido a la combustion del polimero, en este caso las cantidades difieren en 3,3%.
Aparentemente, en este caso, el mTHPP promueve la adsorciéon del CMC hasta cierto punto. La tercera pérdida de peso
del 2,6% de las nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP se debe a la combustion del mTHPP. La
Ultima pérdida de peso muestra la pérdida de diéxido de carbono debido al contenido de carbonato de la fase mineral.
Estos resultados son confirmados por andlisis elemental. La proporcién de calcio y fosfato es de 1,76, que es un poco
mas alta que la proporcion estequiométrica de hidroxiapatita (1,67).

La FIG. 3-1b muestra los difractogramas de rayos X de muestras en polvo de nanoparticulas de fosfato de calcio
estabilizadas con CMC, con y sin mTHPP adsorbido. Las particulas son amorfas para los rayos X, es decir, no se
distinguen picos definidos. Las lineas verticales muestran las posiciones calculadas para los picos de hidroxiapatita,
Cas(PO4)3(OH).

La FIG. 1b-4 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC y cargadas con
mTHPP. Las particulas son de aproximadamente 80-100nm de diametro, con una distribucién de tamafo mas bien
monodispersa. Las medidas de dispersion dinamica de la luz confirmaron estos resultados. El potencial zeta de las
particulas es de aproximadamente -20 mV. A pesar del bajo potencial zeta, las particulas son estables en dispersion por
varias semanas.

Ademas, se puede depositar otra capa de polimero en las particulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC y
cargadas con mTHPP mediante la técnica de capa por capa (G. Decher, Science, 1997, 277, 1232-1237; J. Schwiertz,
W. Meyer-Zaika, L. Ruiz-Gonzalez, J.M. Gonzalez-Calbet, M. Vallet-Regi, M. Epple, J. Mater. Chem., 2008, 18, 3831-
3834).

El polielectrolito catiénico PEI (2 g 17, pH 10,4) se afadio a la dispersion de particulas en una relacién de volumen de 8:
1. Las particulas se separaron del exceso de PEIl por ultracentrifugacion a 66.000 g durante 30 minutos. Las
nanoparticulas centrifugadas se redispersaron en agua ultrapura. El tamafio de las particulas aumenté a 40nm vy el
potencial zeta fue +30 mV lo que confirma la adsorciéon de los polielectrolitos positivos PEI. Las particulas son estables
en la dispersion por unas pocas semanas.
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En conclusién, fue posible preparar nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con mTHPP y funcionalizadas en
forma diferente. Todos los sistemas coloidales se mantuvieron estables durante varias semanas. Las distribuciones de
tamafo de todas las muestras estuvieron por debajo del indice de polidispersidad (PDI) de 0.3, lo que ilustra la fiabilidad
de las medidas de dispersion dinamica de luz. Las imagenes SEM confirman una distribucién de tamafio angosta. La
cantidad de mTHPP adsorbido por las nanoparticulas de fosfato de calcio se midi6 mediante espectroscopia UV y
analisis termogravimétrico. La estructura interna de las particulas varia de amorfa a hidroxiapatita nanocristalina.

EJEMPLO 2 - Descripcién de la preparacion de una formulacion que comprende nanoparticulas de fosfato de calcio y el
fotosensibilizador hidréfilo azul de metileno (MB)

Las nanoparticulas recubiertas de PSS fueron preparadas a temperatura ambiente bombeando rapidamente soluciones
acuosas de lactato de calcio (18 mM), (NH4),HPO4 (10,8 mM), y PSS (2 g I'1) en una proporcion de volumen de 1: 1: 2
en un recipiente agitado que contiene 4 partes de volumen de agua. El PSS funcionalizé y estabilizé las nanoparticulas
de fosfato de calcio que se formaban. El pH de las soluciones de calcio y fosfato se ajustdé previamente a 10 con
solucién de hidréxido de potasio. Después de un minuto se afiadié MB (0,003 M) en una proporcion de volumen de 1: 1
con respecto a la solucién de fosfato.

Las particulas fueron separadas de los contra-iones (lactato, NH4*, K*, Na®, CI), del exceso de PSS disuelto y del MB no
adsorbido, por ultracentrifugacion a 150.000 g durante 30 minutos. Las nanoparticulas centrifugadas se redispersaron
en agua, se centrifugaron y se redispersaron de nuevo. Se utiliz6 agua ultrapura (PURELAB Ultra de ELGA) para todas
las preparaciones.

Los productos se caracterizaron por varios métodos analiticos. El analisis termogravimétrico (TG) se llevé a cabo con un
instrumento Netzsch STA PC 409 (atmésfera dinamica de oxigeno de 50 ml min™"; velocidad de calentamiento de 1 K
min'1, crisol de alumina abierto). Difraccion de rayos X en polvo (XDR, difractémetro Siemens D500; radiacion Cu Ka,
A=1.54 A), y microscopia electrénica de barrido junto con espectroscopia de rayos X de energia dispersiva de (SEM-
EDX, ESEM Quanta FEG 400, FEI, oro-paladio [80: 20]- muestras bombardeadas; detector EDX: S-UTW-Si (Li)).
Dispersion de luz dinamica (DLS) y determinaciones de potencial zeta con un instrumento Zetasizer nanoseries
(Malvern Nano-ZS, laser: A =532 nm). Los espectros de emision y de excitacion fueron medidos a temperatura
ambiente usando un espectrofluorémetro J&M (Analytische Mess- und Regeltechnik FL3095-500) equipado con un
policromador de matriz de diodos y una lampara de xenén de 75 W. Los espectros de emisidn se corrigieron para la
sensibilidad del detector y los espectros de excitacion para la intensidad de la luz de excitacién. Los espectros de
absorcion UV-visible se registraron con un espectrofotémetro Varian Cary WinUV en cubetas de cuarzo de 1 cm.

La cantidad de MB absorbido por las particulas se midi6 mediante espectroscopia UV. La FIG. 2-1 muestra la absorcion
tipica del coloide de fosfato de calcio cargado con MB. Este patron de absorcion es similar al patrén de absorcion del
MB libre.

La FIG. 2-2 muestra una imagen SEM de nanoparticulas de fosfato de calcio funcionalizadas con PSS y cargadas con
MB. Las particulas son de aproximadamente 50 — 80 nm de diametro, con una distribucién de tamafio mas bien
monodispersa. El potencial zeta de estas particulas es de aproximadamente -20 mV. A pesar del bajo potencial zeta, las
particulas son estables en dispersién por varias semanas.

En conclusion, fue posible preparar nanoparticulas de fosfato de calcio cargadas con MB y funcionalizadas con PSS.
Estas particulas fueron estables por varias semanas. Las distribuciones de tamario de todas las muestras estuvieron por
debajo del indice de polidispersidad (PDI) de 0.3, lo que ilustra la fiabilidad de las medidas de dispersion dinamica de
luz. Las imagenes SEM confirman una distribucion de tamafio angosta. La cantidad de MB adsorbido por las
nanoparticulas de fosfato de calcio se confirmé mediante espectroscopia UV.

EJEMPLO 3 - Descripcion de la preparacion de una formulacion que comprende nanoparticulas de fosfato de calcio y un
fotosensibilizador hidréfilo funcionalizado con fosfato (pTPPP)

Se prepararon nanoparticulas de fosfato de calcio bombeando soluciones acuosas de Ca(NO3)2.4H,O (3 mm) y
(NH4)2HPO4 (1,8 mM) en un recipiente con agitacion (T. Welzel, |. Radtke, W. Meyer-Zaika, R. Heumann y M. Epple, J.
Mater. Chem., 2004, 14, 2213-2217). El pH de las soluciones de calcio y fosfato se ajusté previamente a 9 con 0,1 N de
NaOH acuoso. Unos segundos después de mezclarla, la dispersion de nanoparticulas fue tomada con una jeringa. Los
coloides fueron preparados mezclando rapidamente una solucién acuosa de la sal sodica del pTPPP (30 uM) con las
nanoparticulas dispersas de fosfato de calcio en una relacién de 5 ml: 10 ml. El pH final de la dispersion coloidal fue de
entre 7,5y 8,5. Los coloides fueron almacenados a 4 a 8 °C,excluyéndolos de la luz. Las particulas fueron separadas de
los contra-iones (NO3’, NH4", Na*) y del pTPPP no adsorbido por ultracentrifugacion a 371.000 g. Las nanoparticulas
centrifugadas se lavaron con 100 ml de etanol absoluto, se redispersaron en agua y se secaron al aire. Se utilizé agua
ultrapura (PURELAB Ultra de ELGA) para todas las preparaciones.
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La cantidad de pTPPP disuelta en el sobrenadante después de la ultracentrifugacion fue de alrededor de 30%, segun lo
determinado por espectroscopia UV, es decir, alrededor del 70% del importe total de la pTPPP se adsorbié sobre la
superficie de fosfato de calcio. El contenido de pTPPP en las nanoparticulas se calculd de la siguiente manera, tomando
la cantidad de porfirina, calcio y fosfato en la sintesis: si asumimos que todo el calcio y el fosfato se precipitan de la
solucion como hidroxiapatita, es decir, Cas(PQO4)3OH, el contenido maximo de pTPPP en la fase sdlida es de
aproximadamente 0,7 x 5,5% en peso = 3,9% en peso. El analisis elemental de las nanoparticulas dopadas con pTPPP
por analisis elemental de combustién dio 2,32 en peso% de Cy 2,73% en peso de H. Como el hidrégeno también
puede provenir de grupos de hidroxido y de agua absorbida, solamente se utilizé el contenido de carbono, que dio una
carga de 5,2% en peso de pTPPP en el sélido. Llegamos a la conclusion de que la carga de pTPPP en el sdlido es de
alrededor de 4 a 5% en peso. Atribuimos la diferencia entre los dos métodos a la incertidumbre experimental.

El colorante adsorbido pTPPP y las nanoparticulas funcionalizadas se caracterizaron por espectroscopia de RMN
(Bruker 300 MHz), espectrometria ESI-MS (Bruker BioTOF Il equipado con un cafidon de ionizacion electrospray),
difraccion de rayos X en muestras de polvo (XRD; Siemens D500 diffractometer; Cu Ka radiation, A= 1.54 A),
espectrometria infrarroja de la trasformada de Fourier (instrumento FTIR, Bruker-Vortex 70), y microscopia electrénica
de barrido junto con espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (SEM-EDX, ESEM Quanta 400 FEG, FEI, oro-
paladio [80: 20]-muestras bombardeadas; EDX detector: S-UTW-Si (Li)). Se realizaron determinaciones de dispersion de
luz dinamica (DLS) y determinaciones de potencial zeta con un instrumento Zetasizer nanoseries (Malvern Nano-ZS,
laser: A= 532nm). Los espectros de emision y de excitacion fueron medidos a temperatura ambiente usando un
espectrofluorémetro J&M (Analytische Mess- und Regeltechnik FL3095-500) equipado con un policromador de matriz de
diodos y una lampara de xenén de 75 W. Los espectros de emision se corrigieron para la sensibilidad del detector y los
espectros de excitacion para la intensidad de la luz de excitaciéon. Los espectros de absorcion UV-visible se registraron
con un espectrofotémetro Varian Cary WinUV en cubetas de cuarzo de 1 cm.

La microscopia electronica de barrido muestra nanoparticulas aproximadamente esféricas (FIG. 3-1). A una longitud de
onda de excitacién de 410nm, el espectro de emision de la dispersion coloidal consiste en una banda intensa en 653nm
con un hombro a 705nm (FIG. 3-2). A pH 7,4, la forma parcialmente protonada de pTPPP muestra dos bandas intensas
a 650nm y 712nm en el espectro de emisién. Este espectro se comparé con el espectro de emision de las
nanoparticulas dispersas. En el caso de las nanoparticulas dispersas, se observé un hombro ancho a 705nm en lugar
de un pico intenso a 712nm. Los cambios espectrales observados en el espectro de absorciéon y emision de las
nanoparticulas dispersas son probablemente causados por la interaccién electrostatica del pTPPP con la superficie de
fosfato de calcio. También se midié el espectro de emision de las nanoparticulas de fosfato de calcio centrifugadas (libre
de solventes, es decir, sélidas) funcionalizadas con pTPPP. Las particulas fueron excitadas en la regién del ultravioleta
cercano a 306nm (FIG. 3-3). El espectro de emision mostré dos picos intensos a 472nm y 597nm, concordando bien con
el de la porfirina soélida.

Como se desprende de las FIGs. 3-2 y 3-3, las nanoparticulas cargadas con pTPPP muestran una sefial de
fluorescencia que se puede utilizar para su deteccion in vivo.

EJEMPLO 4 — Ensayo en células de la formulacién del EJEMPLO 1 (con el fotosensibilizador mTHPP) en una linea
celular tumoral HT29.

La prueba en células se realiz6é segun el siguiente procedimiento:
La actividad fotosensibilizante se determiné en la linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT29.

Las lineas celulares HT29 se cultivaron en DMEM (cc-pro GmbH) suplementado con suero fetal de ternero inactivado
por calor al 10% (FCS, cc-pro GmbH), penicilina al 1% (10000 Ul) y estreptomicina (10.000 ug mI™', cc-pro GmbH). Las
células se mantuvieron como un cultivo en monocapa en una incubadora humidificada (5% de CO- en aire, a 37°C).

Una solucion de reserva de la formulacion de nanoparticulas se mantuvo en la oscuridad a 4 °C. Se llevd a cabo més
dilucion en medio RPM1 1640 sin rojo de fenol suplementado con FCS al 10% para alcanzar una concentracion final de
fotosensibilizador de 2 o 10 uM, respectivamente.

Se sembraron 2. 10* células por ml" en microplacas (2. 10° células por pocillo). Las células fueron incubadas con medio
fresco (RPMI sin rojo de fenol) conteniendo FCS al 10% con 2 o 10 uM del fotosensibilizador durante 24 h antes de su
exposicion a la luz. Antes de la fotosensibilizacion, las células se lavaron, se incubaron con medio RPMI sin rojo de fenol
y FCS al 10%, luego se irradiaron a temperatura ambiente con un laser de diodo de 652nm (Ceralas PDT 652, biolitec
AG) a una tasa de fluencia fija de 100 mW.cm'2(50 J.cm'z). Después de la irradiacion, las células se incubaron en una
incubadora humidificada (5% de COz en aire, a 37°C) durante 24 hs hasta el ensayo de viabilidad celular.

La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de XTT. Se disuelven 500 mg de XTT (3-[1-(fenil-amino-carbonil)-3,4-
tetrazolil]-bis-[(4-metoxi-6-nitro)-benceno]sulfonato-sédico, Applichem GmbH) en 500 ml de tampdén PBS (sin ca®' y
Mgz) y filtrada estéril. La solucién se almacena en la oscuridad a -20 °C hasta su uso. Era necesaria una solucion estéril
conteniendo PMS (N-metil dibenzopirazina, metil-sulfato, Applichem GmbH) como reactivo de activacion para la XTT. Se
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disolvié 0,383 mg de PMS en 1 ml de tampdn PBS. La solucién debe almacenarse congelada y no debe ser expuesta a
la luz. La solucion del reactivo XTT se descongel6é en un bafio de agua a 37°C y la solucién de activacion (PMS) se
afnadi6 inmediatamente antes de ser utilizada. Para preparar una solucién de reaccién suficiente para una microplaca
(96 pocillos), se le dio 0,1 ml de soluciéon de activacion (PMS) a 5 ml de reactivo XTT. El medio en la microplaca fue
intercambiado con RPMI fresco sin rojo de fenol y FCS al 10% (100 pl), antes de la adicién de 50 pl de solucién de
reaccion XTT por pocillo. La microplaca se incubé durante 2 - 3 horas a 37°C bajo un 5% de CO; hasta que se formé un
tinte de color naranja. La microplaca se agité6 suavemente para distribuir uniformemente el colorante en los pocillos.

La absorbancia de las muestras se midié con un espectrofotometro (Tecan Infinito 200, Tecan Grupo Ltd.) a una
longitud de onda de 490nm. Con el fin de medir la absorbancia de referencia (para medir lecturas no-especificas) se
utilizé una longitud de onda de 630-690nm.

EJEMPLO 5 — Ensayo en células de la formulaciéon del EJEMPLO 2 (con el fotosensibilizador MB) en un cultivo celular
bacteriano

El ensayo se realiz6 segun el siguiente procedimiento:

Las cepas bacterianas utilizadas en nuestros estudios fueron la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus
DSM1104 (ATCC 25923) y la Pseudomonas aeruginosa DSM1117 (ATCC 27853). Las células de estas cepas se
cultivaron aerébicamente durante la noche a 37°C en Caldo de Soja Triptico (TSB, Merck KGaA de Darmstadt,
Alemania). Las células fueron cosechadas por centrifugacion y se resuspendieron en tampén fosfato salino estéril
(PBS). La DO (densidad 6ptica) final a 600nm, en un camino de 1cm de longitud, fue de 0,015. Se colocaron alicuotas
(190 pl) de las suspensiones bacterianas en placas negras estériles de 96 pocillos con fondo claro (Costar® 3603,
Corning Inc., EE.UU.). Se afadié 10 pl de una formulacién de azul de metileno basada en nanoparticulas de fosfato de
calcio. Las placas se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Después de la incubacion
se expusieron las muestras a la luz de un laser de diodo de 665nm (Ceralas TFD, biolitec AG, Alemania), ajustando la
potencia a 0,55 W, con tiempo de irradiacion de 100 s mediante una fibra 6ptica desde la parte inferior de la placa. La
tasa de fluencia con estos ajustes fue de aproximadamente 1 W.cm? (medido con un Optometro P-9710, Gigahertz-
Optik GmbH, Puchheim, Alemania). Con este tiempo de irradiacién, el flujo de energia resultante fue de
aproximadamente 100 J.cm? Un pocillo control contenia 10 ul de PBS en lugar de la formulacién de azul de metileno y
no fue expuesto a la luz laser. La muestra control para la toxicidad en la oscuridad contenia la formulacion de azul de
metileno, pero no fue expuesta a la luz laser. Después de la iluminacién, se extrajeron las muestras de los pocillos de la
placa, se diluyeron con Caldo de Soja Triptico y se sembraron utilizando el Plater Eddy Jet para siembras en espiral
(IUL Instruments, Barcelona, Espafia) en placas de agar con soja triptico. EI nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC ml™") se enumeraron después de una incubacion adecuada mediante el uso del contador de colonias
Countermat Flash (IUL Instruments, Barcelona, Espafa).

Los resultados de este experimento se muestran en la FIG. 5. Se encontré un efecto letal de aproximadamente 90% por
tratamiento con TFD.

EJEMPLO 6 — Ensayo en células de la formulacion del EJEMPLO 1b (con el fotosensibilizador mTHPP) en un cultivo de
células bacterianas

Para este ensayo, se utilizaron las particulas de fosfato de calcio funcionalizadas con CMC/PEI.

El ensayo se realizé de acuerdo con el procedimiento dado en el EJEMPLO 5 excepto que el tiempo de incubacién fue
de 30 min y 90 min, respectivamente.

Los resultados de este experimento se muestran en la FIG. 6. Se encontr6 un efecto letal de aproximadamente 98 a
100% por el tratamiento con TFD contra ambas cepas bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas.

EJEMPLO 7 — Ensayo en células de la formulacion del EJEMPLO 3 (con el fotosensibilizador pTPPP) y del
fotosensibilizador puro pTPPP en una linea celular tumoral HT29

El ensayo se realizé de acuerdo con el procedimiento dado en el EJEMPLO 4. Se ajusto la concentracion de la solucion
del fotosensibilizador puro como para igualar la cantidad contenida en las nanoparticulas.

Como es obvio de la FIG. 7, el fotosensibilizador pTPPP no presenta actividad fotodinamica si se aplica al cultivo de

células HT29 en solucidon acuosa. Si, por el contrario, el fotosensibilizador se aplica en una formulaciéon de
nanoparticulas de fosfato de calcio, éste exhibe una fototoxicidad muy fuerte a una concentracion de 10 uM.
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REIVINDICACIONES
1. Formulacién de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica que comprende:

e un nucleo ceramico biodegradable cristalino o amorfo con un diametro en el rango de 5-—1000nm; mas
especificamente en el rango de 50 — 250nm;

e una cantidad terapéuticamente eficaz de fotosensibilizador hidréfobo o hidréfilo;
e un agente estabilizante;

donde dicho nucleo ceramico es sélido o hueco y el material de dicho nucleo es seleccionado del grupo que consiste en
fosfato de calcio o carbonato de calcio donde el Ca®* también puede ser sustituido (parcial o completamente) por otros

+

iones, por j. Mg?*, AI**, o Sr*";

donde dicho fotosensibilizador hidréfobo o hidréfilo es seleccionado del grupo que consiste en derivados de tetrapirroles
(a saber porfirinas, clorinas, y bacterioclorinas), colorantes fenazinio y fenotiazinio (a saber, azul de toluidina, azul de
metileno, safranina), y colorantes de xanteno (a saber eritrosina);

y donde dichos agente estabilizante es seleccionado del grupo de polimeros cationicos, no-iénicos, o anidnicos (a saber
poliestireno sulfonado (PSS), carboximetilcelulosa (CMC), polialilamina hidroclorada (PAH), polietilenimina (PEI).

2. Una formulaciéon de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica segun la reivindicacion 1 que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de fotosensibilizador hidréfobo o hidréfilo;

donde dicho fotosensibilizador hidréfobo o hidréfilo es un derivado tetrapirrol funcionalizado con grupos fosfato,
tipicamente de 1 a 4 por molécula.

3. Una formulacién de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica segun la reivindicacién 1 donde
la concentracion terapéuticamente eficaz del fotosensibilizador es de 1 a 500 uM.

4. Una formulacién de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica segun la reivindicacion 3 donde la
concentracién terapéuticamente eficaz del fotosensibilizador es de 1 a 100 uM.

5. Una formulaciéon de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica segun la reivindicacién 1 donde
dicho fotosensibilizador es seleccionado del grupo que consiste en temoporfina, azul de metileno, azul de toluidina,
safranina y eritrosina.

6. Una formulacion de nanoparticulas farmacéutica para uso en terapia fotodinamica segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 donde dichas nanoparticulas estan equipadas con un ligando, especialmente un anticuerpo, y
fragmento de anticuerpo o un péptido RGD.

7. Una formulacion de nanoparticulas farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en terapia
fotodinamica tumoral.

8. Una formulacion de nanoparticulas farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en terapia
fotodindmica antibacteriana.

9. Una formulaciéon de nanoparticulas farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el
tratamiento fotodinamico de artritis y enfermedades inflamatorias similares.

10. Una formulacién de nanoparticulas farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el
tratamiento fotodinamico de enfermedades periodontales.

11. Una formulacion de nanoparticulas para uso en terapia fotodinamica segun la reivindicaciéon 1 o 2 donde una
molécula orientada biolégicamente esta adjuntada a la superficie de la nanoparticula.
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Figura 3-3
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Figura 5
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Figura 7
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