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DESCRIPCION
Particulas de bilirrubina y su preparacion para uso en terapia
Campo técnico

La presente invencién se refiere a particulas de bilirrubina, a una composiciéon farmacéutica para uso en el
tratamiento o la prevencién de un cancer, una enfermedad inflamatoria o una enfermedad relacionada con la
angiogénesis, a un método de preparacion de la misma y a una composicion antioxidante.

Técnica anterior

Con el réapido progreso de la nanotecnologia en la dltima década, existe un creciente interés en los biomateriales
poliméricos que se pueden descomponer con un estimulo externo o interno, pero que de otro modo son estables en
condiciones fisiol6gicas. Se estan explorando diversos estimulos internos y externos, como el pH, enzimas
especificas, la temperatura, ultrasonidos, especies reactivas de oxigeno y la luz. Entre todos ellos, un estimulo
optico es especialmente atractivo, ya que se puede aplicar de forma remota durante un corto periodo de tiempo con
una precision espacial y temporal elevada, de una forma controlada. Ademas, niveles anormales de especies
reactivas de oxigeno en los sitios de una inflamacién se pueden usar como un estimulo desencadenante, especifico
de un sitio de inflamacion.

Ademas, existe un creciente interés en la terapia de enfermedades, tales como las enfermedades inflamatorias, con
el empleo de nanoparticulas. Las ROS estan presentes en el sitio del brote de una enfermedad inflamatoria y estan
estrechamente asociadas con el progreso de la enfermedad. Por lo tanto, se han desarrollado diversas
nanoparticulas terapéuticas que tienen un efecto inflamatorio para la terapia de diversas enfermedades, tales como
trastornos cardiovasculares, ictus y Ell. Ademas, se ha desarrollado un método de terapia contra el cancer utilizando
nanoparticulas que tienen un efecto fotosensibilizante. Adicionalmente, la teragnosis capaz de realizar
simultdneamente imagenes y una terapia usando nanoparticulas, esta llamando la atencién como una medida de
terapia éptima a través de la medicina personalizada.

La bilirrubina es un metabolito final amarillento formado a partir del grupo hemo. La estructura de la bilirrubina tiene
muchos grupos hidréfilos, pero es muy hidréfoba debido a sus enlaces de hidrégeno intramoleculares. Los
disolventes organicos, excepto el cloroformo y el dimetilsulféxido, no pueden disolver la bilirrubina. El agua tampoco.

Si la bilirrubina no se metaboliza en el higado, la bilirrubina no se puede excretar y a continuaciéon se acumula en
nuestro organismo, por ejemplo en la piel. Este fenédmeno se denomina ictericia. Se puede diagnosticar una funcion
anormal del higado en adultos o una inmadurez del higado en los recién nacidos por la ictericia. A diferencia de la
ictericia de adultos, la ictericia neonatal es perjudicial para el cerebro del recién nacido porque un alto nivel de
bilirrubina puede dificultar el desarrollo del cerebro. En esa situacion, se puede usar la fototerapia para disminuir la
concentracién de bilirrubina en el cuerpo. Una vez que se expone nuestro cuerpo a la luz, la bilirrubina se puede
fotoisomerizar, lo que da como resultado la ruptura de los enlaces de hidrogeno intramoleculares de la bilirrubina vy,
en consecuencia, la bilirrubina puede ser un fotoisémero hidréfilo que se puede excretar con la bilis o la propia orina.
Ademas, la bilirrubina puede generar especies reactivas de oxigeno a partir de oxigeno durante una fototerapia y
posteriormente las especies reactivas de oxigeno pueden oxidar la bilirrubina en productos de oxidacién incoloros
que se pueden excretar en la propia orina.

Ademas, la bilirrubina es un potente antioxidante. Cuando la bilirrubina secuestra las ROS, la bilirrubina hidréfoba se
puede oxidar en biliverdina hidréfila, la cual se puede oxidar adicionalmente en un compuesto mas hidroéfilo.

Por lo tanto, la bilirrubina tiene varias propiedades muy interesantes, la primera de las cuales es la
fotoisomerizacion. Cuando se expone a luz azul, la bilirrubina se puede fotoisomerizar, lo que da como resultado la
ruptura los enlaces de hidrégeno intramoleculares de la bilirrubina y, en consecuencia, la bilirrubina puede ser un
fotoisomero hidrofilo. En segundo lugar, la bilirrubina tiene un efecto fotodindmico cuando es estimulada por luz azul
mas fuerte, lo que genera especies reactivas de oxigeno. Ademas, la bilirrubina puede emitir fluorescencia mientras
esta unida a BSA. Finalmente, la bilirrubina tiene poderosos efectos antioxidantes que pueden secuestrar las
especies reactivas de oxigeno, incluidos los radicales peroxi, peréxido de hidrogeno, radicales hidroxi y acido
hipocloroso.

El articulo cientifico de STEFAN E. BOIADJIEV et al.,, "PKa and Aggregation of Bilirubin: Titremetric and
Ultracentrigugation Studies on Water-Soluble Pegylated Conjugates of Bilirubin and Fatty Acics, BIOCHEMISTRY,
vol. 43, n? 49, (2004-11-18))", describe conjugados pegilados de bilirrubina, pero no describe una bilirrubina
modificada cuyo polimero hidréfilo esta unido a su acido carboxilico y ademéas no describe nanoparticulas formadas
por la bilirrubina modificada.

Descripcion detallada de la invencion

Problema técnico
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La invencion esta definida por las reivindicaciones. Cualquier contenido que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de
tratamiento, se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion
para uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante una terapia. Los presentes
inventores han investigado y se han esforzado en desarrollar particulas que tienen caracteristicas fluorescentes,
fotosensibilizantes y antioxidantes, y que responden a estimulos tales como la luz o a especies reactivas de oxigeno.
Como resultado, los presentes inventores han formado un autoensamblaje de bilirrubina en un sistema de agua
mediante la introduccion de un bloque hidréfilo en una bilirrubina hidréfoba, y han verificado que el autoensamblaje
tenia: capacidad para encapsular un farmaco, capacidad antioxidante y capacidad antiangiogénica; capacidad de
generar especies reactivas de oxigeno a través de la exposicion a la luz; capacidad de liberacion de farmacos a
través de la rotura del autoensamblaje causada por la exposicion a la luz o a especies reactivas de oxigeno; y
actividades anticancerigenas y antiinflamatorias, completando de este modo la presente invencién.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién es proporcionar una particula de bilirrubina que tiene un
tamano de 1-1.000 nm, formada mediante el autoensamblaje de un material compuesto que contiene bilirrubina y un
polimero hidréfilo unido a la bilirrubina, en donde el polimero hidréfilo estd unido a un grupo carboxilo de la
bilirrubina.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica para uso en la prevencioén o el
tratamiento de un cancer.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica para uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica para uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad relacionada con la angiogénesis.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es proporcionar una composicién antioxidante.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es proporcionar un método para preparar una particula de bilirrubina,
comprendiendo el método:

(a) preparar un material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo uniendo un polimero hidréfilo a la
bilirrubina;

(b) disolver el material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo en cloroformo o dimetilsulfoxido;

(c) eliminar el cloroformo o el dimetilsulfoxido para formar una pelicula de material compuesto a base de
bilirrubina-polimero hidréfilo; y

(d) tratar la pelicula con un disolvente hidréfilo para autoensamblar las particulas de bilirrubina.

Otros fines y ventajas de la presente descripcion se aclararan a través de la siguiente descripcion detallada de la
invencion, las reivindicaciones y los dibujos.

Solucién técnica

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona una particula de bilirrubina formada mediante
el autoensamblaje de un material compuesto que contiene bilirrubina y un polimero hidréfilo unido a la bilirrubina.

Los presentes inventores han investigado y se han esforzado en desarrollar particulas que tienen caracteristicas
fluorescentes, fotosensibilizantes y antioxidantes, y que responden a la luz o a especies reactivas de oxigeno como
estimulos. Como resultado, los presentes inventores han formado un autoensamblaje de bilirrubina en un sistema de
agua mediante la introduccion de un bloque hidréfilo en una bilirrubina hidréfoba y han verificado que el
autoensamblaje tenia: capacidad para encapsular un farmaco, capacidad antioxidante y capacidad antiangiogénica;
capacidad para generar especies reactivas de oxigeno debido a una exposicion a la luz; capacidad de liberacion de
farmacos a través de una rotura del autoensamblaje causada por la exposicion a la luz o a especies reactivas de
oxigeno; y actividades anticancerigenas y antiinflamatorias.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la particula de bilirrubina de la presente invencién se forma
mediante el autoensamblaje de un material compuesto, que contiene bilirrubina y un polimero hidréfilo unido a la
misma, y se puede formar mediante el autoensamblaje en un sistema de agua.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la particula de bilirrubina tiene un tamafo de 1-1.000 nm.
En una realizacion especifica, el tamano de la particula de bilirrubina es 50-1.000 nm, y de 50-500 nm en otra
realizacién particular, y de 50-300 nm en otra realizacién particular adicional.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, la particula de bilirrubina de la presente invencion
encapsula una carga. Una carga de un material hidréfilo se puede encapsular dentro de la particula, y una carga de
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un material hidr6fobo se puede integrar en una membrana hidréfoba formada por bilirrubina. Por lo tanto, el término
"encapsulacion" en el presente documento se usa como un concepto amplio, que incluye la integracién de una
carga.

En una realizacion especifica, la carga es un farmaco. El farmaco incluye farmacos hidroéfilos, farmacos hidréfobos,
farmacos quimicos y biofarmacos. Ejemplos de estos farmacos pueden ser agentes anticancerigenos, antioxidantes,
agentes antiinflamatorios, analgésicos, agentes antiartriticos, sedantes, antidepresivos, antipsicoticos,
tranquilizantes, agentes ansioliticos, inhibidores antiangiogénicos, inmunosupresores, agentes antivirales,
antibidticos, agente anorexigénico, antihistaminicos, preparaciones hormonales, agentes antitrombaticos, diuréticos,
agentes antihipertensivos, agentes terapéuticos cardiovasculares, vasodilatadores y similares.

De acuerdo con una realizacion de la presente descripcion, la particula de bilirrubina de la presente invencion puede
secuestrar especies reactivas de oxigeno. Como se verifica en los ejemplos a continuacién, las particulas de
bilirrubina de la presente invencion se pueden acumular selectivamente en un tejido inflamatorio y, por lo tanto, las
particulas de bilirrubina se pueden usar en el tratamiento de una inflamacién, mediante el secuestro de especies
reactivas de oxigeno en el tejido inflamatorio.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, las particulas de bilirrubina de la presente invencion se
descomponen o se rompen con luz, liberando de este modo la carga encapsulada en la periferia de las mismas.

Cuando las particulas de la presente invencion encapsulan un agente anticancerigeno, las particulas de bilirrubina
se pueden acumular selectivamente en el tejido tumoral y, por lo tanto, las particulas se descomponen o se rompen
con luz (por ejemplo, luz de longitud de onda azul) irradiada desde el exterior, liberando de este modo el agente
anticancerigeno en el tejido canceroso y obteniendo un efecto de tratamiento contra el cancer a través del agente
anticancerigeno liberado.

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcién, las particulas de bilirrubina de la presente invencién se
pueden descomponer o romper con luz de una longitud de onda de 430 nm a 480 nm.

De acuerdo con otra realizaciéon de la descripcion, las particulas de bilirrubina de la presente invencién se pueden
descomponer o romper con luz de una longitud de onda de 620 nm a 680 nm.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, las particulas de bilirrubina de la presente invencion se
descomponen o se rompen a través de especies reactivas de oxigeno, liberando de este modo la carga encapsulada
en la periferia de las mismas.

En una realizacién especifica, las especies reactivas de oxigeno son las que estan presentes en un sitio inflamatorio.
Por lo tanto, en los casos en los que las particulas de la presente invencién encapsulan un agente anticancerigeno
(o un agente antiinflamatorio), las particulas se descomponen o se rompen debido a las especies reactivas de
oxigeno presentes en el sitio del cancer (o la inflamacion), liberando de este modo el agente anticancerigeno (o el
agente antiinflamatorio) y obteniendo un efecto de tratamiento del cancer (enfermedad inflamatoria) a través del
agente anticancerigeno liberado (o el agente antiinflamatorio).

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, las particulas de bilirrubina de la presente invencion
pueden generar especies reactivas de oxigeno mediante luz. Por lo tanto, las particulas de bilirrubina de la presente
invencion se pueden acumular selectivamente en el tejido tumoral y, por lo tanto, las especies reactivas de oxigeno
son generadas por la luz (por ejemplo, luz de longitud de onda azul) irradiada desde el exterior, obteniendo de este
modo un efecto de tratamiento contra el cancer.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, las particulas de bilirrubina de la presente invencion
pueden mostrar una actividad antiangiogénica.

De acuerdo con la presente invencién, el polimero hidréfilo se une a la bilirrubina para formar un material
compuesto, que actia como un componente constituyente de las particulas de bilirrubina. Ya que las particulas de
bilirrubina de la presente invencion se aplican en el cuerpo, el polimero hidréfilo es preferiblemente biocompatible.

Ejemplos del polimero hidrofilo que se puede usar en la presente invencién, pueden incluir polietilenglicol (PEG),
poli(acido acrilico), poli(acrilato), poli(acrilamida), poli(éster vinilico), poli(alcohol vinilico), poliestireno, poliéxido,
celulosa, almidon, polisacaridos, polielectrolito, poli(1-nitropropileno), poli(N-vinilpirrolidona), poli(vinilamina),
poli(metacrilato de beta-hidroxietilo), poli(6xido de etileno), poli(éxido de etileno-6xido de b-propileno) y polilisina.

Todavia otro ejemplo del polimero hidréfilo que se puede usar en la presente invencion puede incluir colageno,
quitosano, gelatina, goma de acacia, dextrano, fibrina, acido hialurénico, pectina, agar, galactomanano, xantano y
alginato.

Todavia otro ejemplo del polimero hidréfilo que se puede usar en la presente invencion puede incluir un péptido
compuesto por dos 0 mas aminodcidos (por ejemplo, 2-50). Los aminoacidos pueden incluir aminoacidos naturales y
aminodcidos no naturales. Los aminodacidos hidrofilos incluyen glutamina, acido aspartico, acido glutdmico, treonina,
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asparagina, arginina, serina y similares, y los aminodacidos hidr6fobos incluyen fenilalanina, triptéfano, isoleucina,
leucina, prolina, metionina, valina, alanina y similares. Ejemplos de un aminodcido hidréfilo no codificado pueden
incluir Cit y hCys. Una persona experta en la técnica podria sintetizar facilimente los péptidos hidréfilos basandose en
esta informacion y técnicas de sintesis de péptidos, preparando de este modo particulas de bilirrubina.

El polimero hidrofilo incluye no solo los polimeros mencionados anteriormente sino también derivados de los
mismos.

De acuerdo con una realizacion de la presente descripcion, el polimero hidréfilo es un polietilenglicol o un derivado
del mismo. Ejemplos del derivado de polietilenglicol pueden incluir metoxipolietilenglicol (PEG), succinimida de acido
propionico de PEG, succinimida de acido butanoico de PEG, PEG-NHS ramificado, succinato de succinimidilo de
PEG, succinimida de PEG carboximetilado, carbonato de benzotriazol de PEG, éter glicidilico de PEG, PEG-
oxicarbonilimidazol, carbonatos de nitrofenilo de PEG, aldehido de PEG, éster succinimidil carboximetilico de PEG y
éster succinimidilico de PEG.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, el polimero hidrofilo se une a un grupo carboxilo de la
bilirrubina para formar un material compuesto anfipatico.

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcion, el polimero hidréfilo tiene un grupo amino en una cadena
lateral o en un extremo terminal de la misma.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para uso en la
prevencion o el tratamiento de un cancer, en donde la composicion farmacéutica contiene: (a) una cantidad
farmacéuticamente eficaz de la particula de bilirrubina de la presente invencion; y (b) un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Las particulas de bilirrubina de la presente invencion muestran actividad antiangiogénica y, por lo tanto, se pueden
emplear en la prevencion y el tratamiento del cancer.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, la composicion de la presente invencién esta dirigida a una
composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de canceres mediante fotoestimulacion (composicion
farmacéutica para terapia fotodinamica). Las particulas de bilirrubina de la presente invencion, como un vehiculo de
farmacos fotosensibles que tienen efectos fluorescentes y fotodindmicos, se pueden utilizar en el tratamiento del
cancer. Especificamente, cuando las particulas de bilirrubina cargadas con un agente contra el cancer se
administran parenteralmente en el cuerpo, las particulas de bilirrubina se acumulan en el tejido tumoral por un efecto
EPR (siglas del inglés “enhanced permeability and retention”). En este caso, cuando la luz se irradia desde el
exterior sobre el tejido tumoral, una capa hidréfoba de bilirrubina se convierte en una capa hidréfila que contiene un
fotoisomero hidréfilo, descomponiendo (rompiendo) de este modo las particulas y, por lo tanto, liberando el farmaco
anticancerigeno contenido en las particulas en el tejido tumoral, o que permite el tratamiento de un céncer. Al
mismo tiempo, los monémeros aislados a partir de las particulas se unen a la albdmina y, de este modo se libera
fluorescencia desde el tejido tumoral, lo que permite obtener imagenes del tejido tumoral utilizando la fluorescencia.

Ademas, cuando se irradia con una luz de longitud de onda azul mas fuerte, las particulas de bilirrubina de la
presente invencién generan especies reactivas de oxigeno, obteniendo de este modo un efecto anticancerigeno
incluso a través de las especies reactivas de oxigeno generadas. Por lo tanto, las particulas de bilirrubina por si
mismas, de la presente invencion se pueden usar en el tratamiento fotodinamico.

Ejemplos de cancer al que se puede aplicar la presente invencion, pueden incluir cancer colorrectal, cancer de
pancreas, cancer de vias biliares, tumor neuroendocrino, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de higado, cancer bronquial, cancer de nasofaringe, cancer de laringe, cancer de estdmago, cancer de
vejiga, cancer de colon, cancer de cuello uterino, cancer de cerebro, cancer de préstata, cancer de huesos, cancer
de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer de uréter y similares.

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcion, el sujeto es un mamifero incluyendo un ser humano.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, las particulas de bilirrubina encapsulan un agente
anticancerigeno.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, en donde la composicién farmacéutica contiene: (a) una
cantidad farmacéuticamente eficaz de la particula de bilirrubina de la presente invencion; y (b) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Las particulas de bilirrubina de la presente invencion se pueden utilizar como material sensible a ROS para tratar
enfermedades inflamatorias. Especificamente, las particulas de bilirrubina cargadas con un farmaco antiinflamatorio,
que se administran por via parenteral en el cuerpo, se pueden dirigir al sitio inflamatorio mediante un efecto EPR. En
el sitio de la inflamacion, las particulas pueden mostrar una actividad antiinflamatoria secuestrando un nivel anormal
de especies reactivas de oxigeno. Al mismo tiempo, la bilirrubina hidréfoba se oxida a un 6xido de biliverdina
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hidréfilo y, por lo tanto, las particulas se descomponen (o se rompen), o la bilirrubina se degrada en compuestos
mas pequefnos mediante una oxidacion adicional, y por lo tanto las particulas se descomponen (o se rompen), de
modo que el farmaco contenido en las particulas se libera en el sitio inflamatorio, lo que permite el tratamiento de
una inflamacion. Ademas, la liberacion del farmaco desde las particulas puede tener lugar mediante una captacion
de macréfagos.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, las particulas de bilirrubina encapsulan un agente
terapéutico para enfermedades inflamatorias.

Ejemplos de las enfermedades inflamatorias, a las que se puede aplicar la presente invencién, pueden incluir
enfermedad inflamatoria intestinal, dermatitis atépica, edema, dermatitis, alergias, asma, conjuntivitis, periodontitis,
rinitis, otitis media, aterosclerosis, faringolaringitis, amigdalitis, neumonia, Ulceras géastricas, gastritis, enfermedad de
Crohn, colitis, hemorroides, gota, espondilitis anquilosante, fiebre reumatica, lupus, fibromialgia, artritis psoriasica,
osteoartritis, artritis reumatoide, periartritis de hombro, tendinitis, tenosinovitis, miositis, hepatitis, cistitis, nefritis,
sindrome de Sjogren y esclerosis mdltiple.

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcion, las particulas de bilirrubina inhiben una actividad
mieloperoxidasa (MPO).

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcion, las particulas de bilirrubina reducen los niveles de
citocinas proinflamatorias.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para uso en la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad relacionada con la angiogénesis, en donde la composicion
farmacéutica contiene: (a) una cantidad farmacéuticamente eficaz de la particula de bilirrubina de la presente
invencion; y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresion "enfermedades relacionadas con la angiogénesis" se
refiere a enfermedades causadas por una angiogénesis de vasos capilares estirados de manera que las células
endoteliales vasculares emergen desde el vaso sanguineo existente y se infiltran en los tejidos.

De acuerdo con una realizacién de la presente descripcion, la enfermedad relacionada con la angiogénesis es
cancer, retinosis diabética, degeneracion macular relacionada con la edad, artritis reumatoide, endometriosis,
psoriasis o inflamacién cronica.

De acuerdo con todavia otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion antioxidante que
contiene la particula de bilirrubina de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion, la composicion antioxidante de la presente invencién se puede implementar como
una composicion farmacéutica o una composicion cosmeética.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad que es suficiente para lograr el efecto farmacéutico descrito anteriormente.

Cuando la composicidn de esta invencién se prepara como una composicién farmacéutica, la composicién
farmacéutica de esta invencion contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente
aceptable puede ser uno convencional para formulacion, que incluye lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol,
almidén, caucho cultivado, fosfato de potasio, arginato, gelatina, silicato de potasio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabes, metilcelulosa, metilhidroxibenzoato, propilhidroxibenzoato, talco,
estearato de magnesio y aceites minerales, pero no se limita a los mismos. La composicion farmacéutica de acuerdo
con la presente invencion puede incluir ademas un agente lubricante, un agente humectante, un edulcorante, un
agente aromatizante, un agente emulsionante, un agente de suspension y un conservante.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede usar mediante administracion parenteral, que puede
ser, por ejemplo, administracién intravenosa, administracion intraperitoneal, administracién intramuscular,
administracion subcutdnea o administracion local. Ademas, también puede ser posible una administracion oral,
administracion rectal, administracién por inhalacién, administracién intranasal o similares.

La dosis apropiada de la composicién farmacéutica de la presente invencion varia dependiendo de factores, tales
como el método de formulacién, la forma de administracién, la edad del paciente, el peso corporal o el sexo, la
gravedad de la enfermedad, la alimentacion, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de
excrecion y la sensibilidad de la respuesta, y un profesional normal capacitado puede juzgar y prescribir faciimente la
dosis eficaz para el tratamiento o la prevencion deseados.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se formula usando un vehiculo y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable, de acuerdo con el método que lo lleva a cabo facilmente una persona con habilidades
ordinarias en la técnica a la que pertenece la presente invencion, y la composiciéon farmacéutica se puede preparar
en una forma de dosificacién unitaria o se puede insertar en un recipiente multidosis. En este caso, la forma de
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dosificacién puede ser una solucion en un medio aceitoso 0 acuoso, una suspension o una emulsion, y puede incluir
ademas un agente dispersante o un estabilizador.

De acuerdo con todavia otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar particulas
de bilirrubina, en donde el método incluye: (a) preparar un material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo
uniendo un polimero hidréfilo a la bilirrubina; (b) disolver el material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo en
cloroformo o dimetilsulféxido; (c) eliminar el cloroformo o el dimetilsulféxido para formar una pelicula de material
compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo; y (d) tratar la pelicula con un disolvente hidréfilo para autoensamblar las
particulas de bilirrubina.

Las respectivas etapas del método de preparacion se muestran en la Fig. 4.
Efectos ventajosos
Las caracteristicas y las ventajas de esta invencion se resumen de la siguiente manera:

(i) La presente invencion proporciona particulas de bilirrubina formadas mediante un autoensamblaje de un
material compuesto anfipatico que contiene bilirrubina y un polimero hidréfilo, un uso de las mismas y un
método de preparacion de las mismas.

(i) Las particulas de bilirrubina de la presente invencién se descomponen o se rompen mediante una
estimulacién con luz o especies reactivas de oxigeno, liberando de este modo al exterior el farmaco
encapsulado en las mismas.

(iii) Las particulas de bilirrubina de la presente invencion muestran actividad antioxidante, actividad
antiangiogénica, actividad anticancerigena y actividad antiinflamatoria.

(iv) Las particulas de bilirrubina de la presente invencion tienen fluorescencia.
Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 muestra los resultados de un MALDI-TOF de PEG-BR.
La Fig. 2 muestra los resultados de un espectro UV de PEG-BR.
La Fig. 3 muestra los resultados de una 'H-RMN de PEG-BR.

La Fig. 4 muestra un procedimiento sintético de particulas de bilirrubina (BRNVs) de acuerdo con la presente
invencion.

La Fig. 5 muestra el tamano de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.
La Fig. 6 muestra el potencial zeta de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién.
La Fig. 7 muestra imagenes SEM y TEM de particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién.

La Fig. 8 muestra la concentracion critica de micelas de particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente
invencion.

La Fig. 9 muestra la estabilidad de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.
La Fig. 10 muestra una actividad antioxidante de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién.

La Fig. 11 muestra la rotura de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién mediante una
reaccion con ROS.

La Fig. 12 muestra la rotura de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién mediante una
reaccion luminosa.

La Fig. 13 muestra la eficacia de la encapsulacién de farmacos hidrofilos y la eficacia de la carga de farmacos de las
particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién.

La Fig. 14 muestra la eficacia de la encapsulacion de farmacos hidréfobos y la eficacia de la carga de farmacos de
las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.

La Fig. 15 muestra la liberacién de un farmaco (doxorrubicina) desde las particulas de bilirrubina mediante una
radiaciéon luminosa.

La Fig. 16 muestra la liberaciéon de un farmaco (docetaxel) desde las particulas de bilirrubina mediante una radiacion
luminosa.
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La Fig. 17a a 17d muestran caracteristicas fluorescentes en el momento de la formacioén y la rotura de las particulas
de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién.

La Fig. 18 muestra la capacidad de generacion de ROS de las particulas de bilirrubina mediante una radiacién
luminosa (450 nm).

La Fig. 19 muestra la captacion intracelular de particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.

La Fig. 20 muestra la captacion intracelular, en el momento de una radiaciéon con laser, de las particulas de
bilirrubina cargadas con doxorrubicina de acuerdo con la presente invencion.

La Fig. 21 muestra los resultados de una evaluacion de la toxicidad de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la
presente invencion.

La Fig. 22 es un gréafico de la viabilidad celular que muestra que las particulas de bilirrubina de acuerdo con la
presente invencidén pueden proteger a las células frente a especies reactivas de oxigeno.

La Fig. 23 ilustra imagenes en forma de células que muestran que las particulas de bilirrubina de acuerdo con la
presente invencidén pueden proteger a las células frente a especies reactivas de oxigeno.

La Fig. 24 muestra que las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencién se rompen al mismo tiempo
que cuando secuestran ROS.

La Fig. 25a muestra la actividad anticancerigena de las particulas de bilirrubina cargadas con doxorrubicina de
acuerdo con la presente invencion y una diferencia en la actividad anticancerigena dependiendo de la presencia o
ausencia de laser.

La Fig. 25b muestra la actividad anticancerigena de las particulas de bilirrubina cargadas con docetaxel de acuerdo
con la presente invencion y una diferencia en la actividad anticancerigena dependiendo de la presencia o ausencia
de laser.

La Fig. 26 muestra actividad antiangiogénica de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.
La Fig. 27 muestra un perfil PK de las particulas de bilirrubina de acuerdo con la presente invencion.

La Fig. 28 ilustra un gréafico que muestra un cambio en el peso corporal de un grupo de control normal, un grupo de
control con inflamacién y un grupo con administracion de particulas de bilirrubina, en una prueba que emplea un
modelo animal de Ell.

La Fig. 29 ilustra una imagen y un grafico que muestran la longitud del colon de un grupo de control normal, un
grupo de control con inflamacién y un grupo con administracion de particulas de bilirrubina, en una prueba que
emplea un modelo animal de Ell.

La Fig. 30 ilustra una imagen de tejido de colon y un gréafico de la inflamacién de un grupo de control normal, un
grupo de control con inflamacién y un grupo con administracion de particulas de bilirrubina, en una prueba que
emplea un modelo animal de Ell.

La Fig. 31a ilustra un gréafico que muestra la actividad MPO de un grupo de control normal, un grupo de control con
inflamacién y un grupo con administraciéon de particulas de bilirrubina, en una prueba que emplea un modelo animal
de Ell.

La Fig. 31b y la Fig. 31c ilustran graficos que muestran los niveles de citocinas proinflamatorias de un grupo de
control normal, un grupo de control con inflamacién y un grupo con administracién de particulas de bilirrubina, en
una prueba usando un modelo animal de ElLI.

La Fig. 32a muestra que un modelo animal sin inflamacion tenia un valor de fluorescencia mas bajo en el higado que
un modelo animal con Ell. Ademas, la imagen muestra que las particulas de bilirrubina se acumulan selectivamente
en la inflamacién de la Ell y luego se libera ICG mediante ROS.

La Fig. 32b muestra imagenes con H&E del higado de un modelo animal con Ell y de un grupo normal.

La Fig. 33 muestra actividades anticancerigenas de particulas de bilirrubina y las particulas de bilirrubina cargadas
con doxorrubicina de acuerdo con la presente invencion.

La Fig. 34 muestra un cambio en el peso corporal mediante la administracién de particulas de bilirrubina de acuerdo
con la presente invencion.

La Fig. 35 muestra imagenes con H&E de 6rganos principales mediante la administracién las particulas de bilirrubina
de acuerdo con la presente invencion.
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La Fig. 36 muestra que las particulas de bilirrubina se acumulaban selectivamente en el tejido tumoral.
Modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencién se describira ahora con mas detalle mediante los ejemplos.

Ejemplos

Materiales y métodos

Sintesis de bilirrubina PEGilada (PEG-BR)

La bilirrubina y mPEG2000-NH:z se utilizaron para la pegilacion de bilirrubina. La bilirrubina (292 mg, 0,5 mmol) y
EDC (95,5 mg, 0,6 mmol) se disolvieron en DMSO (5 ml). Después de agitar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, mMPEG2000-NH2z (400 mg, 0,2 mmol) y TEA (150 pl) se afadieron a esta mezcla y luego la reaccién se
dej6 agitando durante 4 horas a temperatura ambiente bajo una atmaésfera de nitrogeno. Para eliminar la bilirrubina
libre, se anadieron 45 ml de metanol a la mezcla de reaccién y después de centrifugar a 3.000 rpm durante 10
minutos, se descart6 el precipitado y se evapor6 el material sobrenadante. Se afiadié éter a la mezcla de reaccion
concentrada para preparar el precipitado. El precipitado resultante se disolvié en cloroformo para una purificacion
usando cromatografia en columna. Después de la cromatografia en columna sobre silice con cloroformo/metanol
(85:1) como fase movil, los disolventes se evaporaron para obtener bilirrubina PEGilada. La PEG-BR se analiz
mediante "H-RMN, UV y MALDI-TOF.

Preparacion de nanovesiculas de bilirrubina PEGilada (BRNVs)

Se disolvié la PEG-BR (5 mg) en cloroformo (200 ul) y luego se secé bajo una corriente de gas nitrégeno y se seco
adicionalmente al vacio para preparar la pelicula. Se afadié PBS fosfato (NaCl 150 mM, fosfato 10 mM, pH 7,4) a la
pelicula para la formulacion de las particulas. Después de someter a ultrasonidos durante 10 min, se obtuvieron
nanoparticulas de bilirrubina PEGiladas (BRNVs) de tamafo uniforme. Las BRNVs recién preparadas se
caracterizaron mediante una deteccién con dispersion dinamica de luz (DLS), analisis de potencial zeta y se obtuvo
una evidencia visual de la formacién de particulas a través de un microscopio electrénico de transmisién (TEM) y un
microscopio electrénico de barrido (SEM).

Concentracion critica de micelas de BRNVs

Se midi6 la concentracion critica de vesiculas de las particulas. Brevemente, se preparo6 la pelicula formada a partir
de diversas cantidades de PEG-BR, y se anadié 1 ml de PBS fosfato (NaCl 150 mM, fosfato 10 mM, pH 7,4) a la
pelicula para la formulacion de las particulas. A continuacién, la formacion de particulas en cada grupo se determin6
mediante una dispersion dinamica de la luz (DLS).

Estabilidad de BRNVs

Para determinar la estabilidad de las BRNVs a T.A., se midi6 el tamafo de las BRNVs mediante un aparato
Zetasizer DLS, todos los dias durante 8 dias.

Efecto secuestrante del perdxido de hidrégeno de las BRNVs (actividad antioxidante)

Las actividades de enfriamiento rapido del perdxido de hidrogeno se cuantificaron usando el kit de ensayo con
catalasa EnzyChrom™ (MEDIBENA Life Science & Diagnostic Solutions). Brevemente, el peréxido de hidrégeno (50
UM, 90 ul) se traté con diferentes concentraciones de BRNVs (10 pl). Después de una incubacion durante 30
minutos, se determinaron las concentraciones restantes de peroxido de hidrégeno en cada grupo, incubando cada
muestra con 100 pl de un reactivo de deteccion de HRP/colorante durante 10 minutos y luego verificando la
intensidad de la fluorescencia (Aem/ex = 585/530 nm).

Rotura con ROS y sensible a la luz de las BRNVs

Se examino la rotura de las BRNVs como respuesta al radical peroxi. Las BRNVs (45 pug/ml) en DPBS se incubaron
con un reactivo generador de radicales peroxi 100 mM, diclorohidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), a
37°C. Los espectros UV/VIS o el tamafo de las BRNVs después de una exposicién a diversas concentraciones de
radicales peroxi, se controlaron mediante un espectrémetro de UV/Vis o DLS en un momento predeterminado (0, 10,
60 min). La reaccion también se control6 a 37°C en un espectrofotometro midiendo la absorbancia a 453 y 650 nm
en el espectrofotometro.

Encapsulacion de farmacos

Para la carga de farmacos hidréfilos (DOX), se hidrataron 3 mg de pelicula de PEG-BR con 300 ug de doxorrubicina
(DOX) y PBS fosfato (NaCl 150 mM, fosfato 10 mM, pH 7,4). Después de someter a ultrasonidos durante 10 minutos
e incubar durante 2 horas a 30°C, se eliminé la DOX libre mediante filtracién en gel usando una columna Sephadex
CL-4B (Sigma-Aldrich) equilibrada con glucosa al 5% tamponada con HEPES 20 mM (HBG). Se recogi6 un total de
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20 fracciones de 2 ml y para cada fraccion, cada solucion se secé mediante liofilizacién y luego se afadieron 200 pl
de acetonitrilo a los residuos. La fluorescencia de la doxorrubicina en cada fraccién se midié posteriormente con un
fluoréometro.

Para la carga de farmacos hidréfobos (Docetaxel, DTX), se disolvieron 400 ug de DTX y 3 mg de PEG-BR en
cloroformo, y luego se secaron bajo una corriente de gas nitrégeno y se secaron adicionalmente al vacio para
preparar la pelicula compuesta de PEG-BR y DTX. La pelicula se hidraté con PBS fosfato (NaCl 150 mM, fosfato 10
mM, pH 7,4). El DTX libre se eliminé facilimente mediante un método de precipitacion usando centrifugacién (8.000
rpm, 5 min) y un método de filtracion, usando un filtro de membrana (0,45 pm), y luego se us6 el material
sobrenadante que contenia las BRNVs cargadas con DTX. Para determinar la cantidad de carga de DTX en las
BRNVs cargadas con DTX (DTX/BRNVs), se liofilizaron 100 pl de suspensién de BRNVs cargadas con DTX y se
anadieron 100 pl de ACN a estos residuos, y después se filtraron a través de un filtro de membrana (0,45 um). La
concentracién de DTX en una porcién de 10 pl del material filtrado, se determiné por HPLC.

La eficacia de la encapsulacién y la eficacia de la carga del farmaco se calcularon a partir de las siguientes
ecuaciones:

Ecuacion 1

Eficacia de la encapsulacion (%) = peso del farmaco en las BRNVs / peso del farmaco anadido
adicionalmente x 100%

Ecuacion 2

Eficacia de la carga de farmaco (%) = (peso del farmaco en las BRNVs / peso del farmaco en la vesicula +
peso de la PEG-BR afadida adicionalmente) x 100%

Liberacion del farmaco mediante exposicion a la luz

La liberacién del farmaco integrado (DTX) desde las DTX/BRNVs se realiz6 en tamp6n PBS utilizando un método de
extraccion. Para medir el perfil de liberacion de farmaco, las DTX/BRNVs (1 mg/ml, 10% de porcentaje de carga de
DTX) se dividieron por igual en 4 microtubos. Estos microtubos se irradiaron con luz de 450 nm (10 mW/cm?, 10 hz)
o luz de 650 nm (80 mW/cm?). En cada punto de tiempo (0, 1, 5y 10 min), se tomé uno de los 4 microtubos y se
extrajo con el mismo volumen de cloroformo durante 10 segundos y a continuacion se liofilizé y se afadieron 100 pl
de ACN a ese residuo y posteriormente, se filtr6 a través de un filiro de membrana (0,45 pm). La concentracion de
DTX en una porcién de 10 pl de material filtrado se determiné mediante HPLC.

La liberacion del farmaco encapsulado (DOX) desde las BRNVs cargadas con DOX (DOX@BRNVSs) a través de un
estimulo luminoso, se realiz6 en tampon PBS a 37°C. Para medir el perfil de liberacién de farmaco, se prepararon
DOX@BRNVs (1 mg/ml, 10% de porcentaje de carga de DOX). Las DOX@BRNVs se irradiaron con luz de 450 nm
(10 mW/cm?2, 10 hz) o luz de 650 nm (80 mW/cm?). En cada punto de tiempo (0, 1, 5y 10 min), la cantidad de DOX
liberada en la solucién resultante se control6 a través de la emision de fluorescencia con Amax 550 nm con excitacion
a 480 nm.

Medicion de la fluorescencia de las BRNVs

Las soluciones de BRNVs (2 mg/ml) con o sin 0,5% de Triton-X, se prepararon y se cargaron en una placa negra de
96 pocillos. Los espectros de emision se registraron con un fluorémetro Fluoromax. Las soluciones se excitaron a
450 nm y la emision se midi6 y se integré desde 530 nm a 800 nm (punto de corte: 515 nm). Las soluciones se
excitaron a 650 nm y la emisioén se midié y se integré desde 680 a 800 nm (punto de corte: 690 nm).

Cultivo celular

Células CHO-K1 de mamifero se cultivaron en medio RPMI1940 con suero fetal bovino (FBS) termoinactivado al
10% (v/v), 100 Ul/ml de penicilina y L-glutamina en una atmdésfera humidificada con CO:z al 5% a 37°C, y las células
A549 se incubaron en medio F-12K de Ham complementado con FBS al 10% en una atmoésfera humidificada con
COz2 al 5% a 37°C. Se cultivaron células endoteliales vasculares humanas (HUVECs) de una linea celular endotelial
en medio EGM2 (Lonza) en una atmosfera humidificada con CO2 al 5% a 37°C.

Microscopia confocal

Se obtuvieron imagenes con microscopia confocal para determinar la captacion intracelular de BRNVs y
DOX@BRNVs con o sin laser a 650 nm (5 min, 90 mW/cm?). Se cultivaron células A549 (1+10% pocillo, placa de 24
pocillos) sobre un cubreobjetos en medio de cultivo durante 24 horas a 37°C. Las células se trataron con medio de
cultivo, DOX (5 pg/ml), BRNVs (20 pg/ml), DOX@BRNVs (DOX; 5 pug/ml, BRNVs; 20 pg/ml) o DOX@BRNVs (DOX;
5 pg/ml, BRNVs; 20 pg/ml) + luz de 650 nm (5 min, 90 mW/cm?) a 37°C durante 4 h. A continuacion, las células se
fijaron con paraformaldehido al 4%, se tifieron con 4',6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich), se montaron
con medio de montaje con fluorescencia (Dako, Carpinteria, CA), y se visualizaron mediante un microscopio confocal
de barrido laser (LSM 710; Carl Zeiss Microimaging, Jena, Alemania; longitud de onda de excitacién: 480 nm,
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longitud de onda de emisién: 530 - 670 nm).
Ensayo MTT

Se empled un ensayo de reduccion de MTT bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] para demostrar
los efectos citoprotectores de las BRNVs y los efectos de la exposicién a la luz (450 nm) sobre los efectos
anticancerigenos de DOX@BRNVs. Se cultivaron células CHO-K1 con una densidad de 7.000 células por pocillo en
placas de 96 pocillos y crecieron en medio de cultivo durante 24 horas a 37°C. Después de eliminar el medio, se
traté cada pocillo con medio de nuevo aporte, 500 uM de perdxido de hidrogeno, o diversas concentraciones de
BRNVs complementadas con o sin 500 uM de peréxido de hidrégeno en cada pocillo, durante 8 horas. Las células
A549 (0,7+10%pocillo, placa de 96 pocillos) se cultivaron en medio de cultivo durante 24 horas a 37°C. Después de
eliminar el medio, las células se incubaron con medio de nuevo aporte como control, DOX (5 pg/ml), DOX@BRNVs
(DOX; 5 pg/ml, BRNVs; 20 pg/ml), DOX@BRNVs (DOX; 5 pg/ml, BRNVs; 20 pg/ml) + luz de 650 nm (5 min, 90
mW/cm?) o BRNVs (20 pg/ml) durante 15 h. Después de eso, las células se lavaron con DPBS y se incubaron
adicionalmente con medio de nuevo aporte durante 20 h. A continuacién, después de lavar las células, se afiadieron
100 ul de medio de cultivo de nuevo aporte a cada pocillo, seguidos de 20 ul de solucion de MTT (5 mg/ml en PBS)
antes de 200 pl de DMSO a cada pocillo para disolver los cristales de formazan resultantes. Después de pipetear
cada pocillo para disolver completamente el cristal de formazan, se midi6 la absorbancia a 540 nm usando un lector
de placas de 96 pocillos.

Estudio de formacion de tubos usando lineas celulares HUVEC

Se extendieron en placas 50 pl de Matrigel con factor de crecimiento reducido (BD bioscience) en una placa de 96
pocillos a nivel horizontal que permitia que el Matrigel se distribuyera uniformemente, y se incubaron durante 30
minutos a 37°C para formar un gel que ofrecia un entorno para HUVECs a partir de estructuras de tipo capilar no
observadas normalmente en placas de cultivos celulares normales. Células HUVEC (7,5+10% pocillo) en medio de
cultivo EBM-2 complementado con VEGF (20 ng/ml), BRNVs (2,5 pg/ml o 25 pg/ml) o VEGF (20 ng/ml) + BRNVs
(2,5 pg/ml o 25 pg/ml) se cargaron en la parte superior del Matrigel. Después de una incubacion a 37°C durante la
noche, las células se lavaron con DPBS y se visualizaron con un microscopio de fluorescencia.

Alojamiento de los animales

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo con ratones C57BL/6 hembras (6 semanas, 17-20 g, Orient
bio, Seul, Corea), ratones ICR (6 semanas, 20-25 g) o ratones Balb/c sin pelo (6 semanas, 20-25 g, Orient bio). Los
ratones se alojaron en condiciones exentas de agentes patégenos (25°C). El cuidado de los animales se proporciond
de acuerdo con las pautas para instalaciones de cuidado de animales en el instituto avanzado de Ciencia y
Tecnologia de Corea. Todas las operaciones quirdrgicas se realizaron con isoflurano.

Perfil PK de las BRNVs

A ratones ICR (6 semanas, 20-25 g) se les inyect6 por via intravenosa a través de la vena de la cola, DOX (4
mg/ml), BRNVs (40 mg/kg) o DOX@BRNVs (DOX; 4 mg/kg, BRNVs; 40 mg/kg) y se sacrificaron en diferentes
momentos (0,0167, 0,5, 1, 4, 8, 12, 24 h) después de la inyeccion. Se recogié sangre (450 uL) a través del plexo
orbital y se mezclé con tubos Microtainer® de BD (BD Biosciences), después de lo cual la muestra se centrifugo
inmediatamente a 13.000 rpm durante 5 min. Se afadi6 MeOH (100 pL) al suero y la centrifugacion se realiz6 a
12.000 rpm durante 10 minutos. El DOX libre en las muestras se determin6 por HPLC. Las BRNVs se determinaron
mediante espectroscopia UV/VIS a una longitud de onda de 450 nm.

Evaluacion de los efectos antiinflamatorios

Los ratones C57BL/6 se alojaron en grupos de 5 ratones por jaula y se aclimataron durante 1 semana antes de
entrar en el estudio. Los ratones recibieron 3,5% (p/v) de DSS (25.000 Dalton; Tokyo Industry Chemicals, Tokio)
anadido al agua potable durante 5 dias, seguido de un régimen de 10 dias de agua. A los ratones de control sanos
se les permitid6 beber solo agua. El dia 1, se inyectaron 100 pul de BRNVs (125 mg/kg) o PBS en los ratones
mediante una inyeccion intravenosa. El dltimo dia del experimento, se sacrificaron los ratones y se extirp6 todo el
colon. La longitud del colon se determiné y se lavé con PBS.

Se fij6 1 cm de los colones distales con formalina tamponada al 4% (v/v) y alcohol al 70% (v/v) y se embebid en
parafina. Después, se prepararon secciones del colon distal y se tifieron con H&E. La histologia del colon se analizé
con un microscopio. La gravedad se puntué como se ha descrito anteriormente [Garrett WS et al. (Cell 2010), Xiao-
Dong Li et al (PNAS 2011)]. Brevemente, a un dafno epitelial del colon se le asignaron puntuaciones de la siguiente
manera: 0 = normal; 1 = hiperproliferacion, criptas irregulares y pérdida de criptas; 2 = pérdida de criptas de leve a
moderada (10-50%); 3 = pérdida grave de criptas (50-90%); 4 = pérdida completa de criptas, superficie del epitelio
intacta; 5 = Ulcera de tamafo pequefio a mediano (<10 diametros de criptas); 6 = Ulcera grande (=10 didmetros de
criptas). A la infiltracion con células inflamatorias se le asigné puntuaciones de forma separada para la capa mucosa
(0 = normal, 1 = leve, 2 = moderada, 3 = grave), la submucosa (0 = normal, 1 = leve a moderada, 2 = grave) y la
musculo/serosa (0 = normal, 1 = moderada a grave). Se afiadieron puntuaciones para el dafo epitelial y la infiltracion
de células inflamatorias, o que daba como resultado un intervalo de puntuacién total de 0 a 12.
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Actividad MPO y medicion de las citocinas inflamatorias

Utilizando las muestras restantes de tejido de colon, se determiné la actividad mieloperoxidasa (MPO) y las
concentraciones de TNF-alfa, IL-1-Beta, IL-6 e IFN-Gamma. La actividad MPO se midié de acuerdo con el método
anterior (Wilson et al. Nature Materials 2010). Brevemente, para verificar la actividad MPO, el segmento de colon se
homogeneizé en 1:10 (p/v) de tampdn fosfato 50 mM (pH 6,0) que contenia bromuro de hexadeciltrimetilamonio al
0,5% usando un homogeneizador (Polytron) a 4°C. Después de someter a ultrasonidos durante 10 segundos,
congelar y descongelar tres veces, cada muestra se centrifug6é a 14.000 rpm durante 5 minutos. Se anadieron 10 pl
de material sobrenadante a 290 pl de tampdn fosfato 50 mM (pH 6,0) que contenia 0,167 mg/ml de clorhidrato de o-
dianisidina y peréxido de hidrégeno al 0,0005%, y se midié el cambio en la absorbancia a 460 nm durante 5 minutos.
Una unidad de actividad MPO se define como la que degrada 1 pumol de perdxido por minuto a 25°C. Las
concentraciones de IL-18, IL-6, IFN-y y TNF-a se midieron utilizando un kit de ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas para ratones (R&D) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Evaluacion de la capacidad de las BRNVs para dirigirse a un sitio de inflamacion

Un modelo de colitis murina inducida con DSS (ratones C57BL/6) y ratones sanos de control se preparé como se ha
descrito en la seccién anterior. ICG se cargd en las BRNVs. Brevemente, el dia 5, se inyectaron 100 pl de
ICG@BRNVs (ICG; 17 pg, BRNVs; 340 pg) en los ratones mediante inyeccion intravenosa. Después de 6 horas, se
sacrificaron los ratones y se extirparon los érganos principales (colon, rindn, higado, bazo, pulmén, corazén). Las
intensidades de la fluorescencia de los 6rganos principales en cada grupo se visualizaron mediante un sistema de
formacion de imagenes in vivo, utilizando un tiempo de exposicion de 5 s y a través del canal de filtro de ICG.

Capacidad anticancerigena de las BRNVs

Se prepar6 un modelo de ratén con xenoinjerto tumoral mediante una inyeccién S.C. de la linea celular tumoral A549
(1+108) en los flancos dorsales de ratones BALB/c hembra sin pelo de seis semanas de edad, hasta que el volumen
tumoral era de al menos 80-120 mm?3 usando ratones Balb/c sin pelo. Los ratones portadores de tumores se
dividieron aleatoriamente en grupos de cuatro (dia 0), minimizando las diferencias de peso y tamafo tumoral, y
después se les inyect6 DOX (2 mg/kg), BRNVs (20 mg/kg), DOX@BRNVs (DOX; 2 mg/kg, BRNVs; 20 mg/kg),
DOX@BRNVs (DOX; 2 mg/kg, BRNVs; 20 mg/kg) + luz de 650 nm (30 min después de la inyeccion durante 5 min,
200 mW/cm?), DPBS como control, mediante una inyeccion 1.V. cinco veces en un dia predeterminado (dia 0, 3, 6, 9,
12). Cada dia se midi6 el volumen del tumor en cada grupo usando calibradores de Vernier. El volumen tumoral se
calculd utilizando la férmula, (largo x ancho x alto) / 2.

Evaluacion de la toxicidad de las BRNVs

Se realizaron experimentos de toxicidad con ratones sanos o ratones con colitis inducida con DSS (6 semanas,
ratones C57/BL6 hembra). A los ratones se les inyecté a través de la vena de la cola BRNVs (150 mg/ml) o un
volumen igual de PBS. Durante un periodo de una semana, se observé a los ratones en busca de cambios de
comportamiento y se control6 el peso. Posteriormente se sacrificaron los ratones y después se extirparon los
6rganos principales (higado, pulmén, rifidn, bazo) para analizar la toxicidad de los 6rganos.

Evaluacion del efecto EPR

Para esta evaluacion, se prepar6 un modelo tumoral portado por ratones sin pelo mediante una inyeccion S.C. de la
linea celular tumoral A549 (1+10°) en los flancos dorsales de ratones BALB/c hembra sin pelo de seis semanas de
edad. Después de 3 semanas, las BRNVs (25 mg/kg) o PBS (100 pl) como control, se administraron mediante
inyeccion |.V. a través de la vena de la cola de los ratones sin pelo. Después de 24 horas, se sacrificé cada grupo de
ratones sin pelo y después se extirparon los 6rganos principales (higado, corazén, bazo, rifidn y pulmén) y el tumor,
y se obtuvo una imagen optica de los érganos principales y el tumor en cada grupo mediante un sistema de
formacion de imagenes in vivo (IVIS). Las imagenes Opticas se obtuvieron utilizando un tiempo de exposicién de 5
segundos y a través del canal de filtro de GFP.

Resultados
Sintesis de bilirrubina PEGilada

Para la conjugacion de uno de los dos grupos carboxilicos de la bilirrubina con mPEG2000-NHz, se usé
metoxipolietilenglicol 2000 que tenia un grupo amino terminal. (Esquema I). Después de la activacion de la bilirrubina
con EDC en cloroformo, se afadié TEA y mPEG2000-NHz2 a esta solucion para obtener PEG-BR y después se
produjeron las PEG-BR a través de un procedimiento de purificacion. Se confirmé que PEG-BR se habia sintetizado
correctamente a través de MALDI-TOF (Fig. 1), espectros UV (Fig. 2) y 'TH-RMN (Fig. 3).

Preparacion de las BRNVs

Las BRNVs se prepararon usando el método de pelicula usando el conjugado PEG-BR obtenido. PEG-BR se
disolvio en el cloroformo y luego se secé bajo una corriente de gas nitrogeno y se secé adicionalmente al vacio para
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preparar la pelicula, se anadi6 algo de tampdn fosfato a la pelicula y después se someti6 a ultrasonidos durante 10
minutos. Finalmente, se obtuvieron las BRNVs (Fig. 4).

Para confirmar la formacion de particulas de PEG-BR, se obtuvo el tamafno y potencial zeta, SEM y TEM de las
BRNVs en PBS. Tenia aproximadamente 300 nm (Fig. 5) y - 30 mv (Fig. 6), respectivamente. La imagen de las
BRNVs se ha mostrado en la Fig. 7. Estos resultados demuestran que la naturaleza anfipatica de PEG-BR permite la
formacion de la particula.

Concentracion critica de micelas de BRNVs

Verificamos la concentracién critica de micelas de BRNVs. Como se muestra en la Fig. 8, la particula se formaba
con una concentracién de 100 nM (0,5 pg/ml) o mas de PEG-BR.

Estabilidad de las BRNVs

Para demostrar la estabilidad de las BRNVs en PBS durante el almacenamiento a temperatura ambiente, se realiz6
un seguimiento del tamafio de las BRNVs durante 8 dias. Se observd que la tendencia a la agregacion de las
particulas era extremadamente baja y que no se produjeron cambios en su tamafo (Fig. 9), lo que indicaba que las
particulas son muy estables durante el almacenamiento.

Accion secuestrante de perdxido de hidrogeno de las BRNVs (efecto antioxidante)

Para investigar un efecto antioxidante de PEG-BR, se traté per6xido de hidrogeno con diversas concentraciones de
particulas de bilirrubina, y luego se incub6 durante 40 minutos y después se determiné la concentracién restante de
peroxido de hidrégeno usando sistemas de HRP/colorante mediante la intensidad de la fluorescencia. Como se
muestra en la Fig. 10, niveles bajos de PEG-BR pueden secuestrar concentraciones elevadas de peréxido de
hidrégeno, lo que indica que las BRNVs tienen fuertes efectos antioxidantes.

Rotura de las BRNVs sensible a ROS y a la luz

Como se muestra en las Figs. 11 y 12, se observé que las particulas se rompian al cabo de 1 minuto, lo que
corresponde a un tiempo muy rapido, con ROS y radiacion laser a 650 nm y 450 nm.

Capacidad de encapsulacion de farmacos

Antes de evaluar la capacidad de las BRNVs para liberar el farmaco encapsulado mediante un estimulo luminoso, se
investigd la capacidad de PEG-BR para la encapsulacion de farmacos hidréfilos e hidrofobos. Para cargar un
farmaco hidréfilo, el farmaco hidréfilo se disolvié primero en agua, y luego esta soluciéon se puso en un vial que
contenia una pelicula de PEG-BR. Después de la formacion de particulas, los farmacos hidréfilos libres y el PEG se
eliminaron mediante una separacién en columna. Como resultado, la eficacia de la encapsulacion y la eficacia de la
carga de farmacos eran del 100% y del 9,09%, respectivamente (Fig. 13).

Para cargar farmacos hidrofobos, los farmacos hidréfobos y PEG-BR se disolvieron en cloroformo, y después el
cloroformo se evapord para obtener la pelicula compuesta por PEG-BR y el farmaco hidrofobo, y finalmente, se
vertid agua en esta pelicula, lo que dio como resultado una ligera encapsulacion de farmacos hidr6fobos en las
particulas. El farmaco no encapsulado se eliminé por un método de precipitacién. Como resultado, la eficacia de la
encapsulacion y la eficacia de la carga eran del 69,8% y 8,5%, respectivamente (Fig. 14).

Liberacion de farmacos mediante luz

Para investigar la capacidad de descomposicién sensible a la luz de las particulas, se midi6 el porcentaje de farmaco
liberado desde las BRNVs utilizando un método de extraccion durante la radiacion con laser a 450 nm. Después de
la radiacién con laser, se mostré que el farmaco aparecia al cabo de 1 minuto y aproximadamente el 100% del
farmaco se liberaba en solo 5 minutos (Figs. 15 y 16). Ademas, planteamos la hipétesis de que las BRNVs se
pueden disolver no solo a 450 nm (luz azul) sino también a 650 nm (luz roja) y, por lo tanto, para someter a ensayo
esa hipotesis, se midié el porcentaje de farmaco liberado desde las BRNVs utilizando un método de extraccion
durante una radiacion con laser a 650 nm. Como resultado, después de la radiacién con laser, se observd que el
farmaco aparecia al cabo de 1 minuto y aproximadamente el 100% del farmaco se liberaba en solo 5 minutos
(Figuras 15 y 16). Estos resultados demuestran que las BRNVs se pueden descomponer tanto con luz azul como
con luz roja, y pueden liberar el farmaco encapsulado.

Medicion de la fluorescencia de las BRNVs

Se midié la fluorescencia de las BRNVs. Si se forman particulas, la fluorescencia de la capa de bilirrubina de las
BRNVs se autodesactiva. Como resultado de una medicién, como se muestra en las Figs. 17a a 17d, habia
fluorescencia a longitudes de onda de excitacion de 450 nm y 650 nm cuando se formaban las particulas y cuando
se rompian las particulas, respectivamente.

Capacidad de generacion de ROS de las BRNVs mediante luz
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Para verificar si las particulas pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante luz azul, se evalud la
capacidad de generacion de ROS. Como se muestra en la Fig. 18, el color de las BRNVs se volvié transparente
durante la radiacién con laser, lo que indicaba que el nicleo de bilirrubina de las BRNVs se habia convertido en
productos oxidados incoloros mediante ROS que se generaba a partir de oxigeno por el efecto fotosensibilizador de
la bilirrubina durante la radiacion con laser. Estos resultados nos indican indirectamente que las BRNVs pueden
generar ROS durante una radiacion con laser.

Captacion intracelular de BRNVs (microscopia confocal)

Como se muestra en la Fig. 19, se producia una captacion intracelular de las BRNVs y, como se muestra en la Fig.
20, la doxorrubicina se liberaba eficazmente en el momento de la radiacion con laser y, por lo tanto, se mostraba que
las DOX@BRNVs suministraban doxorrubicina al nicleo de la célula, a medida que la doxorrubicina libre entraba en
el nacleo celular. Se observd que esta tendencia disminuia cuando las DOX@BRNVs no se radiaban con laser.

Resultados del ensayo MTT
Como se muestra en la Fig. 21, las BRNVs no mostraban toxicidad.

Como se muestra en las Figs. 22 y 23, las BRNVs secuestraban eficazmente ROS, mostrando de este modo un
efecto citoprotector. La Fig. 24 muestra que las particulas se rompian junto con el secuestro de ROS, debido al
hecho de que el color de las BRNVs se volvia transparente cuando las BRNVs secuestraban ROS para proteger las
células. Esto muestra que el farmaco se puede liberar si las particulas contienen el farmaco.

Como se muestra en la Fig. 25a, las DOX@BRNVs mostraban actividad anticancerigena. Dado que las
DOX@BRNVs sin laser a 650 nm no conducian a una captacién eficaz de las particulas por si mismas, la
administracion de doxorrubicina era lenta y, por lo tanto, las DOX@BRNVs no mostraban una actividad
anticancerigena como con la DOX libre. Sin embargo, la radiacion con laser a 650 nm durante 5 minutos,
inmediatamente después del tratamiento con DOX@BRNVSs, liberaba eficazmente DOX vy, por lo tanto, las
DOX@BRNVs mostraban actividad anticancerigena tanto como la DOX libre.

Como se muestra en la Fig. 25b, las DTX@BRNVs mostraban actividad anticancerigena. Dado que las
DTX@BRNVs sin laser a 650 nm no conducian a una captacién eficaz de las particulas por si mismas, la
administracion de docetaxel era lenta y, por lo tanto, las DTX@BRNVs no mostraban actividad anticancerigena tanto
como con la DOX libre. Sin embargo, la radiacion con laser a 650 nm durante 5 minutos inmediatamente después
del tratamiento con DTX@BRNVs, liberaba eficazmente DTX y, por lo tanto, las DTX@BRNVs mostraban actividad
anticancerigena tanto como la DOX libre.

Actividad antiangiogénica de las BRNVs

Como se muestra en la Fig. 26, la formacién de tubos era menor en el tratamiento con VEGF que con el tratamiento
con VEGF + BRNVs, y estos resultados muestran que las BRNVs tienen un efecto antiangiogénico.

Perfil PK de las BRNVs

Como se muestra en la Fig. 27, las DOX@BRNVs estaban mas presentes en la sangre que DOX, y por lo tanto se
verific6 que las particulas circulaban bien por la sangre a pesar de que contenian doxorrubicina. Ademas, como
resultado de investigar el perfil pK de las BRNVs, por si mismas, a partir de la absorbancia a 450 nm en la sangre
después de perforar las BRNVs, se verifico que las BRNVs circulaban durante un largo periodo de tiempo.

Efecto antiinflamatorio de las BRNVs

Como resultado, aparecié una importante disminucion del peso corporal a los 5 dias en el grupo de control de la
inflamacién, mientras que no habia una disminucion del peso corporal durante 10 dias en el grupo de las BRNVs de
forma similar al grupo sano (Fig. 28). Ademas, en el grupo con inflamacién, la longitud del colon era corta, pero la
longitud del colon con las BRNVs se normalizd hasta como en el grupo normal (Fig. 29). Como se muestra en las
imagenes de H&E de la Fig. 30, en el grupo normal, la estructura del epitelio del colon esta bien organizada y se
pudieron observar criptas en la capa mucosa y, ademas, no habia una infiltracién de células inmunes en la mucosa,
la submucosa, el musculo y la serosa, pero en el grupo con inflamacién, habia una lesién del colon extraordinaria,
ulceracion e infiltracién excesiva de células inmunes en la mucosa, la submucosa, el masculo y la serosa. Sin
embargo, el grupo de las BRNVSs, parecia un grupo normal (capa mucosa bien organizada, sin infiltracion de células
inmunes). Ademas, la lesion del colon se puntué como se indica con el siguiente método. La puntuacién de la lesion
epitelial del colon es de 6 puntos en total, y la infiltracion de células inmunes en la mucosa es de 3 puntos en total, la
infiltracién de células inmunes en la submucosa es de 2 puntos, en el musculo/serosa de 1 punto (12 puntos en
total). Se confirm6 que la puntuacién de la inflamacion en los tejidos intestinales en el grupo de BRNVs era
significativamente menor que en el grupo de control con inflamacién (Fig. 30).

También se evalu6 la actividad MPO vy las citocinas asociadas con la inflamacién. Como resultado, en el grupo de
las BRNVs, la actividad MPO vy los niveles de IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa, IFN-gamma se normalizaron como en los
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tejidos normales, mientras que los del grupo de control con inflamacién eran altos (Figs. 31a-31c).
Estos resultados demuestran que las BRNVs pueden proteger contra una colitis inducida por DSS.
Capacidad de las BRNVs para dirigirse a sitios de inflamacion

Se pueden distinguir cuatro posibilidades a partir del valor de la fluorescencia de ICG. La primera posibilidad es la
captacién de particulas, por si mismas, en el higado. La segunda posibilidad es que ICG se libera desde las
particulas hasta el higado mientras que circula por la sangre, teniendo en cuenta que ICG se excreta principalmente
en el higado cuando se inyecta ICG en la sangre. La tercera posibilidad es que la inflamacion se produce por DSS
en el higado. La cuarta posibilidad es que las particulas cargadas con ICG llegan al sitio de inflamacién del colon a
través de vasos capilares del colon permeable, y ahi se libera rapidamente el ICG rapidamente a través de las ROS
que estan presentes en la capa submucosa del colon, y el ICG nuevamente llega al higado a través de la vena porta
hepatica y posteriormente se libera desde el higado.

La primera y la segunda posibilidades no son tedricamente correctas ya que se observa un bajo valor de la
fluorescencia en el higado de un modelo animal sin inflamacién (Fig. 32a). La tercera posibilidad no es correcta ya
que, como se muestra en la imagen con H&E, no se producia una inflamacién en el higado en el modelo animal de
inflamacién por DSS (Fig. 32b). Por lo tanto, es preferible una interpretacion que emplea la cuarta posibilidad. Es
decir, los resultados de la presente prueba muestran que las BRNVs llegan selectivamente al tejido inflamatorio y
luego liberan ICG a través de ROS.

Actividad anticancerigena de las BRNVs

A partir de los resultados de la Fig. 33 se puede observar que las particulas cargadas o no cargadas con
doxorrubicina tenian una eficacia mucho mejor en la capacidad anticancerigena, que la doxorrubicina libre. Ademas,
se podia observar que el grupo de DOX@BRNVs con laser inhibia estadisticamente de forma mas significativa el
crecimiento del cancer que el grupo de DOX@BRNVSs sin laser. Las particulas permanecen en la sangre y luego
llegan al tejido canceroso mediante los efectos de EPR, y no todas las particulas seguian liberando el farmaco, sino
solo algunas de las particulas permanecen en el tejido canceroso y las otras particulas vuelven a escapar por la
corriente sanguinea rapida. En este caso, las particulas liberan el farmaco mediante la radiacion con laser antes de
que las particulas vuelvan a escapar inmediatamente a la sangre, permitiendo de este modo un suministro de
doxorrubicina con una concentracion significativamente mas elevada en el tejido canceroso. De este modo, se
supone que la radiacién con laser producira una capacidad anticancerigena mas eficaz. Ademas, se podran obtener
resultados interesantes como que solo las BRNVs, por si mismas, tenian una actividad anticancerigena, y esto se
determina que es debido a la actividad antiangiogénica resultante de la actividad secuestrante de ROS.

Evaluacion de la toxicidad de las BRNVs

Como se muestra en la Fig. 34, no se observé ningin cambio grave en el peso corporal, durante los 7 dias
posteriores a la inyeccion de un gran volumen de particulas. Después de 7 dias, se extirparon los 6rganos
principales, y después se obtuvieron imagenes con H&E. Como resultado, como se muestra en la Fig. 35, no se
observo ninguna indicacion distintiva de inflamacion. Esto establecia que las BRNVs eran seguras en el cuerpo.

Efecto EPR de las BRNVs

Se examind la capacidad de PEG-BR de localizar un tejido tumoral mediante el efecto EPR debido a interacciones
entre las propiedades fisicoquimicas de las particulas y la anatomia y la fisiologia del entorno del tumor. Como se
muestra en la Fig. 36, la intensidad de la fluorescencia del grupo de tratamiento con BRNVs en el tejido tumoral era
mucho mas fuerte que en comparacién con el grupo control. Estos resultados muestran que las BRNVs se pueden
acumular selectivamente en el tejido tumoral.
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de bilirrubina que tiene un tamafo de 1-1.000 nm formada mediante autoensamblaje de un material
compuesto que contiene bilirrubina y un polimero hidréfilo unido a la bilirrubina, en donde el polimero hidréfilo esta
unido a un grupo carboxilo de la bilirrubina.

2. La particula de bilirrubina segun la reivindicacién 1, en donde la particula de bilirrubina se forma mediante
autoensamblaje en un sistema de agua.

3. La particula de bilirrubina segun la reivindicacién 1, en donde la particula de bilirrubina encapsula una carga.

4. La particula de bilirrubina segun la reivindicacion 3, en donde la particula de bilirrubina se descompone o se
rompe por medio de la luz para liberar la carga encapsulada a la periferia de la misma.

5. La particula de bilirrubina segun la reivindicacion 3, en donde la particula de bilirrubina se descompone o se
rompe a través de especies reactivas de oxigeno para liberar la carga encapsulada a la periferia de la misma.

6. La particula de bilirrubina segun la reivindicacion 1, en donde la particula de bilirrubina genera especies reactivas
de oxigeno por medio de la luz.

7. La particula de bilirrubina segun la reivindicacién 1, en donde la particula de bilirrubina muestra una actividad
antioxidante.

8. La particula de bilirrubina segun la reivindicacion 1, en donde la particula de bilirrubina muestra una actividad
antiangiogénica.

9. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento o la prevencion de un cancer, en donde la composicion
farmacéutica contiene: (a) una cantidad farmacéuticamente eficaz de la particula de bilirrubina segin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8; y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacién 9, en donde la composicion farmacéutica es una
composicién farmacéutica para tratar un cancer mediante fotoestimulacion.

11. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad inflamatoria, en
donde la composicién farmacéutica contiene: (a) una cantidad farmacéuticamente eficaz de la particula de bilirrubina
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 11, en donde la particula de bilirrubina encapsula
un agente terapéutico para enfermedades inflamatorias.

13. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad relacionada con la
angiogénesis, en donde la composicion farmacéutica contiene: (a) una cantidad farmacéuticamente eficaz de la
particula de bilirrubina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; y (b) un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

14. Una composicion antioxidante que contiene la particula de bilirrubina segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

15. Un método para preparar una particula de bilirrubina, comprendiendo el método:
(a) preparar un material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo uniendo un polimero hidréfilo a bilirrubina;
(b) disolver el material compuesto de bilirrubina-polimero hidréfilo en cloroformo o dimetilsulfoxido;

(c) eliminar el cloroformo o el dimetilsulféxido para formar una pelicula de material compuesto de bilirrubina-
polimero hidréfilo; y

(d) tratar la pelicula con un disolvente hidréfilo para autoensamblar las particulas de bilirrubina.
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Fig. 1
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Absorbancia
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Numero (%)
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Cuentas totales
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Tamafio de las particulas (nm)
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Tamaiio de las particulas (nm)
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Fig. 12
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Fluorescencia relativa
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% de especies
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Fig. 15
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Absorbancia
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Unidades de fluorescencia relativa

ES 2774035713

Fig. 17c
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Unidades de fluorescencia relativa

ES 2774035713

Fig. 17d
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Fig. 18
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Viabilidad celular (%)
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Fig. 21
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Viabilidad celular (%)
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Fig. 26
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% de peso corporal
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Actividad MPO (unidad/g de tejido)
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IL-1 beta (ng/g de tejido)
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Fig. 31b
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Fig. 32a
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Fig. 32b
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Fig. 35
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Fig. 36
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