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@ Resumen:

La presente invencion se refiere a nanoparticulas
magnéticas (NPM), principalmente de magnetita
(Fez Oy4), recubiertas en su superficie con moléculas
dendriticas, particularmente dendrones, de estructura
carbosilano y funcionalizados en su periferia con
grupos activos que preferiblemente estan en forma
cationica. La presente invencion también se refiere al
procedimiento de obtencion de las NPM a partir de los
precursores (magnetita) y dendrones carbosilano.
Ademas, la invencion se refiere a los usos de dichos
compuestos en concentracion o eliminacion de
micoorganismos y acidos nucleicos. Su capacidad de
retencién depende de la generacion de los sistemas
dendriticos soportados por la NPM. En cualquier caso,
se observa la capacidad de interaccion de las NPM
con bacterias, tanto Gram+ como Gram-, y con acidos
nucleicos. La aplicaciéon de un campo magnético a
soluciones de dichas NPM en un medio con bacterias
0 acidos nucleicos permite la retirada de estos de
dicho medio.
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DESCRIPCION
NANOPARTICULAS MAGNETICAS ESTABILIZADAS CON SISTEMAS DENDRITICOS
CARBOSILANO Y SUS USOS

La presente invencion se refiere a nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro (magnetita;
Fes04), recubiertas en su superficie con moléculas dendriticas de estructura carbosilano,
funcionalizadas en su periferia con grupos activos que preferiblemente estan en forma
catiénica. La presente invencion también se refiere al procedimiento de obtencion de las
nanoparticulas a partir de los precursores, nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro y
moléculas dendriticas de estructura carbosilano. Ademas, la invencién se refiere a los usos
de dichos compuestos en biomedicina y mas concretamente en la concentracion y

eliminaciéon de microorganismos (bacterias, hongos y amebas) y acidos nucleicos.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las nanoparticulas magnéticas (NPM) son de gran interés entre otras razones por su gran
relacion superficie/volumen y por poder ser guiadas por un campo magnético externo
(Akbarzadeh, A. et al. Nanoscale Research Letters 2012, 7, 144). Para su aplicacién en
diferentes campos la funcionalizacién es la clave, ya que orienta la utilidad y le confiere las
propiedades adecuadas para ello. Ademas, el recubrimiento de la superficie favorece la
dispersion en estado liquido. Entre sus aplicaciones se puede destacar la bioseparacion, la
deteccidon molecular o la concentracion de analitos (Oksvold, M. P.; et al. Methods Mol Biol
2015, 1218, 465).

Un tipo de moléculas que se ha utilizado recientemente para estabilizar NP, y que ademas
tiene un atractivo especifico para aplicaciones biomédicas, son las moléculas dendriticas
(MD) (Newkome, G. R.; Shreiner, C. D. Polymer 2008, 49, 1). Las MD, dendrimeros y
dendrones, son moléculas hiperramificadas de construccidén arborescente, de tamafio y
estructura tridimensional bien definidos y que poseen unas propiedades quimicas uniformes
debidas en parte a su baja polidispersidad como consecuencia de su sintesis controlada.
Los dendrimeros y dendrones de mayores generaciones presentan una topologia molecular
esférica. En ambos casos, su superficie contiene los grupos activos de estas moléculas.
Ademas, en el caso de los dendrones, éstos presentan una posicion adicional denominada
punto focal, que puede servir para introducir una nueva funciéon activa o como anclaje a

otros sistemas, por ejemplo, a NP.
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Las MD por si mismos pueden tener actividad bioldgica, actuando por ejemplo como
agentes antibacterianos (Chen, C.Z., Cooper, S.L., Biomaterials 2002, 23, 3359). También
pueden actuar como agentes de transporte de acidos nucleicos o farmacos (M. A. Mintzer
and E. E. Simanek, Chem. Rev., 2009, 109, 259). Esta actividad depende principalmente de
las funciones periféricas y esta relacionada con la multivalencia de las MD, ya que presentan

un numero elevado de funcionalidades sobre una misma molécula.

Por ejemplo, MD con grupos catidénicos se emplean como transportadores de acidos
nucleicos en terapias frente al VIH, cancer, etc., debido a la formacién de nanoconjugados a
través de interacciones electrostaticas entre la carga positiva de las MD y las cargas
negativas de los acidos nucleicos (M. J. Serramia, et al. J. Control. Release, 2015, 200, 60).
Este mismo tipo de sistemas presentan interesantes propiedades bactericidas precisamente
por la carga positiva neta que presentan y su capacidad para interaccionar con membranas
bacterianas (Fuentes-Paniagua, E., et al. RSC Adv. 2016, 6, 7022). La incorporacion de MD
a NP ha llevado a la formacion de NP de oro y plata cubiertas en su superficie con MD que
presentan propiedades como las comentadas anteriormente (Pefa-Gonzalez, C.E. et al. Int
J. Pharm. 2017, 528, 55).

Si esta funcionalizacién con MD se realizara sobre NPM, se podria plantear que la
interaccion de estas con acidos nucleicos o bacterias, en un medio en el cual estos sistemas
estuvieran presentes, permitirian la concentracion de estos agentes sobre las NPM, de
modo que la aplicacion de un campo magnético retiraria las NPM del medio arrastrando
ademas los acidos nucleicos y bacterias que estan interaccionando con ellas. Es decir, este
tipo de NPM serviria por ejemplo para concentrar bacterias o acidos nucleicos para mejorar
su andlisis o para purificar aguas. Esto Ultimo es de especial relevancia, ya que para
algunas aplicaciones el nivel de pureza requerido ha de ser mejorado y trazas de
microorganismos o acidos nucleicos pueden conllevar la aparicion de complicaciones en
pacientes de hospital, como por ejemplo en pacientes de didlisis (Bossola M, et al. Clin J Am
Soc Nephrol. 2009, 4, 379).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona nanoparticulas magnéticas (NPM) recubiertas de
moléculas dendriticas (MD) de estructura carbosilano que estan funcionalizados en su
periferia con grupos catiénicos (sales de amonio) o neutros (grupos amino). Esta union entre
las MD y las NPM se realiza preferentemente por reaccién entre un grupo trialcoxosililo

presente en las MD y los grupos hidroxilo de la superficie de las NPM. Preferentemente, las

3



10

15

20

25

30

35

ES 2830873 Al

nanoparticulas son de magnetita (FesO4) y las MD son dendrones de estructura carbosilano
funcionalizados en su superficie con grupos catidnicos o neutros a través de reacciones de

adicion de tipo tiol-eno.

El procedimiento de obtencion de las NPM de la invencion permite, mediante un proceso
sencillo, la sintesis de sistemas cationicos. Ademas, la invencién proporciona sus usos
como sistema de concentracion de bacterias o acidos nucleicos, que puede servir para la

mejora de deteccion de estos agentes o purificacion de medios contaminados.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una NPM (a partir de
ahora compuesto de la invencién) que comprende:

-Un nucleo compuesto por magnetita, FesO4, de tamafio nanoscépico. Este nucleo
puede tener una disposicién de sus atomos esférica, cilindrica, de prisma u otras, con al
menos una dimensién entre 1y 1000 nm.

-La superficie de la NPM estd a su vez recubierta por al menos una molécula
dendritica (MD). Por “molécula dendritica” se refiere en la presente invencion a una
macromolécula muy ramificada donde las unidades, ramas o ramificaciones de crecimiento
tienen esqueleto carbosilano y esta molécula dendritica esta funcionalizada en su capa
externa con grupos catidnicos (amonio) o neutros (amino). La molécula dendritica se
selecciona entre dendrén o dendrimero y comprende una cadena anclante de férmula -Si —
(CH2)s-R'—(CHa)a- donde:

la molécula dendritica esta unida al nucleo por el atomo de Si,

a es un numero entero que varia entre 0 a 10;

b es un nimero entero que varia de 1 a 10, preferiblemente variande 1 a 5; y

R' se selecciona de entre un grupo urea (-NH-CO-NH-), carbamato (-O-CO-NH- ¢
-NH-CO-0-), tiocarbamato (-S-CO-NH-, —O-CS-NH-,-NH-CO-S- o -NH-CS-0-), tiourea (-NH-
CS-NH-) o un grupo triazol, preferiblemente el N del grupo R' esta unido a la molécula
dendritica a través o no de grupos metilenos. Preferiblemente R' es un grupo urea (-NH-CO-
NH-).

Este compuesto dendritico es preferentemente un dendrén (Figura 1), también denominado
este ultimo como cuia dendritica, que se refiere a una macromolécula muy ramificada con
forma de cono y que esta definida por un punto focal, las unidades, ramas o ramificaciones
de crecimiento, que parten de dicho punto focal y la capa externa, superficie o periferia de

dichas ramificaciones, que incorpora grupos funcionales.
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Cuando la molécula dendritica es un dendrén:

-el punto focal del dendrén es la cadena anclante. La union del dendrén a la NPM se realiza
a través del atomo de silicio presente en la cadena anclante de féormula -Si —(CH2),-R'-
(CHaz).-; donde: a y b son niumeros enteros que varian de 1 a 10, preferiblemente varia de 1
a 5;y R se ha descrito anteriormente y preferentemente un grupo urea, y

-la capa externa del dendrén consiste en unidades iguales o diferentes del grupo de férmula
(I):
_?1%R3)p
(R?)
()
donde: R?es un grupo alquilo (C4-Cs), preferiblemente R? es un grupo metilo;
p es un numero entero y varia entre 1y 3, preferiblemente p es 2;
R3 es el siguiente grupo -(CHz)c-S-(CHz)4-R%;
c representa un numero entero que varia de 2 a 5; preferiblemente c es 2 6 3;
d representa un numero entero que varia de 1 a 10; preferiblemente d varia entre 1y
35;
R* es un grupo —-NR’R” o un grupo —-NR’R”R’”’, donde R’, R” y R, representan de
manera independiente un grupo alquilo (C4+-C4) o un hidrégeno; aun mas
preferiblemente R* es un grupo -N(CHs)s* o un grupo —-NHs*. Aun mas

preferiblemente ¢ es 2 y aun mas preferiblemente d es 2.

Cuando la molécula dendritica es un dendrimero, la nanoparticula magnética puede estar
también recubierta por un dendrimero carbosilano (Figura 2). Este dendrimero se encuentra
heterofuncionalizado (ver por ejemplo WO 2014016460) y consiste en una capa externa,
que presenta unidades del grupo de formula (l1):
_?i%Rs)p
(R?)
)

donde: R?es un grupo alquilo (C4-Cs), preferiblemente R? es un grupo metilo;

p es un numero entero y varia entre 1 y 3, preferiblemente p es 2;

RS es el siguiente grupo -(CH2).-S-(CH2)¢-R?;

c representa un niumero entero que varia de 2 a 5; preferiblemente c es 2 6 3;

d representa un numero entero que varia de 1 a 10; preferiblemente d varia entre 1y

R® es un grupo -NR’'R” o un grupo —-NR'R”R’’, donde R’, R” y R, representan de
5
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manera independiente un grupo alquilo (C4-C4) o un hidrégeno; ain mas preferiblemente R®
es un grupo -NMes* o un grupo —NHsz*. Aun mas preferiblemente ¢ es 2 y adn mas
preferiblemente d es 2. En este caso, al menos uno de estos grupos R® de la capa externa
consiste en una unidad de la cadena anclante de formula —Si-(CH),-R'—(CH>).- donde el
dendrimero esta unido al nucleo por el atomo de Si, a es 0; y b y R' estan definidos
anteriormente. Por lo tanto, este atomo de silicio presente en dicha cadena es el que ancla

el dendrimero a la superficie de la NPM.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencidn a cadenas alifaticas, lineales o
ramificadas, que tienen de 1 a 4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-
propilo, n-butilo, tert-butilo o sec-butilo, preferiblemente tiene de 1 a 2 atomos de carbono,

mas preferiblemente el grupo alquilo es un metilo o un etilo.

El compuesto de la presente invencién es preferiblemente cationico, formado R* o R® por
grupos amonio (por ejemplo -NHs* o -NMes*). Por lo tanto, la presente invencién no solo
incluye los compuestos por si mismos, sino cualquiera de sus sales. Preferiblemente las
sales son de halogenuro, que se pueden seleccionar entre sales de cloruro, bromuro, ioduro;

u otro tipo de aniones como triflato. Preferiblemente las sales son de ioduro y cloruro.

Otro aspecto de la presente invenciéon se refiere al procedimiento de obtencion de los
compuestos de la invencion que comprende una reaccién entre los grupos hidroxilos de la
superficie de las nanoparticulas de Fes;O4, y grupos trialcoxosililos de la cadena anclante de
la molécula dendritica. La funcionalizacion de las NPM con las MD se realiza
preferentemente por reaccion entre un grupo trialcoxosililo presente en las MD y los grupos
hidroxilo de la superficie de las NPM. De este modo, la cadena anclante del dendrén o del
dendrimero serian del tipo —(CH2)a-R'—(CH>),-Si(OR7)3; donde a, b y R' se han definido

anteriormente y R” es un grupo alquilo.

En una realizaciéon preferida del procedimiento de la invencion, la reaccién se lleva a cabo
en presencia de un disolvente polar, preferentemente un alcohol, como por ejemplo etanol, o

una mezcla de disolventes, preferentemente etanol/DMF, sin descartar otros.

La sintesis de estas NPM dendronizadas neutras o catidnicas puede representarse, de
manera general, por el esquema 1. A partir de ahora los dendrones (Figura 1), se nombraran

como aparecen en este esquema.
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(R70)3Si A S/Hd\R4>p

(R70)3SiG,(R%),

(R70)3SiGy(R*), +

Esquema 1. Sintesis de NPM a partir de dendrones carbosilano. i) Etanol/DMF.

NPM@(SiG(R*),)

donde las NPM se nombraran simplificadamente como NPM@(SiGn(R*),), estando formadas
preferentemente por magnetita (FesO4; NPM = Fes04),mientras que entre paréntesis se
indica el ligando estabilizador de la NP de la siguiente manera (Figuras 3-8):
-Los dendrones neutros o catidénicos se nombran como SiGn(R*),, donde:
n indica el numero de la generacién G.
Si, indica que la funcionalizacién se realiza por reaccion de las NPM con
dendrimeros y dendrones que contienen una funcién del tipo -Si(OR’)s
R* representa la naturaleza de los grupos funcionales situados en la periferia de las
MD (preferentemente R* = NH3z*, NMe.H*, NMes*, NH2, NMey) y “p” el nimero de
estos grupos funcionales, que va a depender de la generacion dendritica. Los
compuestos (R70)3SiGn(R*), empleados para la preparacion de las NPM fueron
descritos previamente (A. Martinez et al. Chem. Eur. J. 2015, 21, 15651; M.
Sanchez-Milla 2019, Tesis Doctoral (UAH)).
Ejemplos de NPM de la invencion que contienen drendrones se selecciona de entre:
Fes04@(SiG2(NMesCl)s), Fe304(SiG3(NMesCl)s) y Fes04s@(SiG3(NMe2)s),
Fes04@(SiG2(NMe2)s).

-Los dendrimeros neutros o catidnicos se nhombran de la misma manera que los dendrones,
donde R* seria R®. Ejemplos de NPM de la invencién que contienen dendrimeros serian:
Fe304@(SiG1(NMe3+)7) yFe304@(SiG1 (NM62)7)

Por otro lado, la obtencion de NPM catiénicas de la invencién se puede producir mediante
una reaccién de cuaternizacién del correspondiente grupo amino presente en las NPM
neutras, que contienen grupos amino terminales, utilizando un derivado RX, sulfatos de
alquilo (C+-Cs), triflato de metilo, o cualquiera de sus combinaciones como agente

cuaternizante (donde R se selecciona de entre hidrégeno, alquilo (C1-C24), alcohol (C1-C24) 0
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un arilo, preferiblemente bencilo; y X es un halégeno, preferiblemente Cl, Br o |), como por
ejemplo yoduro de metilo (Mel), HCI, cloruro de metilo, bromuro de metilo, cloruro de etilo,
bromuro de etilo, cloruro de propilo, cloruro de hexilo, cloruro de dodecilo, cloruro de bencilo,
bromuro de bencilo, bromuro de etanol, ioduro de etanol o cualquiera de sus combinaciones.
También, en el caso de compuestos funcionalizados con grupos amonio del tipo -NRz-HCI,
se neutralizan con medio basico y posteriormente se pueden cuaternizar con otros agentes

alquilantes como los descritos anteriormente.

La presente invencion se refiere también a los usos de las NPM dendronizadas de la
presente invencion descritas anteriormente que presentan grupos terminales catiénicos.
Entre ellas destacan la utilizacion de los derivados catidnicos como agentes para atrapar
microorganismos seleccionados entre bacterias, hongos o amebas, preferiblemente
bacterias, tanto Gram+ como Gram-, de manera que permitan aumentar la concentracién de

estas para su analisis o la eliminacion (purificacion) del medio que las contiene.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de las NPM dendronizadas de la
presente invencion descritas anteriormente que presentan grupos terminales catiénicos para
atrapar acidos nucleicos, de manera que permitan aumentar la concentracion de estos para

su andlisis o la eliminacion (purificacion) del medio que los contiene.

Teniendo en cuenta la actividad microcida, y en particular biocida, de las MD incorporadas a
las NPM de la invencion, otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de estos
compuestos como agentes biocidas para aplicaciones no terapéuticas, como por ejemplo,

pero sin limitarse a ellas, impedir la aparicién de microorganismos en superficies.

Por “material nucleico” o “acidos nucleicos” se refiere en la presente invencién a un material,
aislado y/o purificado, que comprende una secuencia nucleotidica y se puede seleccionar

entre oligonucleotidos, ARN o ADN.

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

sean limitativos de la presente invencion.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Representacion de una cufia carbosilano catidnica de segunda generacion
(EtO)sSiG2(NMes*)s (R* = NMes*, p =4, n = 2, R” = Et).

Figure 2. Representacion de un dendrimero carbosilano cationico de primera generacion
(EtO)sSiG1(NMes*)7 (R® = NMes*, p=7,n =1, R” = Et).

Figura 3. Imagen TEM (izquierda) e histograma de distribucién (derecha) de
Fe304@(SiG2(NMesCl)s) (tamano promedio = 11£3 nm (134 NPM medidas con el programa
Image J)).

Figura 4. Imagen TEM (izquierda) e histograma de distribucién (derecha) de
Fe304@(SiG3(NMesCl)s) (tamano promedio = 11£2 nm (103 NPM medidas con el programa
Image J)).

Figura 5. Representacion de Fe;04@(SiG2(NMez)s).

Figura 6. Representacion de Fe;04@(SiG3(NMez)s).

Figura 7. Representacion de Fe;04@(SiG2(NMe;Cl)s).

Figura 8. Representacion de Fe;04@(SiG3(NMe;Cl)s).

Figura 9. Diagrama de retencién de bacterias (S. aureus, izquierda; E. coli, derecha) con las
NPM Fe:04@(SiG2(NMe:Cl)s) (G2) y Fe304@(SiGi:(NMesCl)s) (G3). Este diagrama
corresponde al procedimiento 2 descrito en Capacidad de captura de bacterias de las
nanoparticulas magnéticas.

Figura 10. Imagenes TEM de la interaccién de Fe:04@(SiG2(NMesCl)s) (G2) con S.aureus
(A) y E.coli (B) e imagenes SEM de la interaccion de Fe;0.@(SiG2(NMesCl)s) (G2) con
S.aureus (C) y E.coli (D). Estas imagenes corresponden al procedimiento 2 descrito en
Capacidad de captura de bacterias de las nanoparticulas magnéticas.

Figura 11. Diagrama de retencion de acidos nucleicos con las NPM
Fe;0.@(SiG2(NMesCl)s) (G2) y Fe;0.@(SiG3(NMe;Cl)g) (G3).

EJEMPLOS

A continuacién se describe la sintesis de ejemplos seleccionados de NPM funcionalizadas
con dendrones carbosilano con grupos neutros y catidénicos. Estas ultimas se describen con
un contraién de tipo cloruro, pero sin descartar otros. Ademas, las estructuras de algunas
NPM dendronizadas asi como la imagen obtenida por microscopia electronica (TEM) se
muestran en las Figuras 3-8, y son representativas para el resto de sistemas que se

describen en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1.- NPM funcionalizadas con grupos neutros
Sintesis de Fe;0.@(SiG2(NMez)s).
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Una disolucion de nanoparticulas sin funcionalizar (FesO4) en etanol (189 mL, 146 mg, 3.33
mM) fue sonicada durante 20 min. Posteriormente, el dendrén (EtO);SiG2(NMez)s (0.72 g,
0,631 mmol, 1 equiv) en EtOH fue afadido a la mezcla y sonicado 10 min mas. La mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante 16 h. El producto fue lavado 5 veces con etanol,
aislado mediante separacién magnética y secado a vacio. Estas NPM se pueden utilizar in

situ para la preparacion de las correspondientes NPM catidnicas.

Sintesis de Fe:04@(SiG3(NMez)s).

Una disolucion de nanoparticulas sin funcionalizar (FesO4) en etanol (171 mL, 132 mg, 3.33
mM) fue sonicada durante 20 min. Posteriormente, el dendréon (EtO):SiG3(NMez)s (1.27 g,
0,570 mmol, 1 equiv) en EtOH fue afadido a la mezcla y sonicado 10 min mas. La mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante 16 h. El producto fue lavado 5 veces con etanol,
aislado mediante separacion magnética y secado a vacio. Estas NPM se pueden utilizar in

situ para la preparacion de las correspondientes NPM catidnicas.

Ejemplo 2.- NPM funcionalizadas con grupos catidnicos

Sintesis de Fe;0.@(SiG2(NMe;Cl)s).

Una disolucion de nanoparticulas sin funcionalizar (FesO4) en etanol (210 mL, 162 mg, 3.33
mM) fue sonicada durante 20 min. Posteriormente, el dendrén (EtO)s;SiG2((NMe)sCl)4 (1.19

g, 0,699 mmol, 1 equiv) en DMF fue anadido a la mezcla y sonicado 10 minutos mas. La

mezcla fue agitada a temperature ambiente durante 16 horas. El producto fue lavado 5
veces con agua mediante separacién magneética y aislado secandolo a vacio.

Datos para Fe:04@(SiG2(NMesCl)s): TGA (%): (FezOs) 89.8, (L) 10.2. Diametro promedio
del nucleo de Fe304; D = 11 nm (TEM).

Sintesis de NPM@(SiG3(NMe:Cl)s).

Una disolucion de nanoparticulas sin funcionalizar (FesO4) en etanol (174 mL, 134 mg, 3.33
mM) fue sonicada durante 20 min. Posteriormente, el dendrén (EtO)s;SiG3((NMe)sCl)s (1.96
g, 0,580 mmol, 1 equiv) en DMF fue afadido a la mezcla y sonicado 10 minutos mas. La
mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 16 horas. El producto fue lavado 5
veces con agua mediante separacion magnética y aislado secandolo a vacio.

Datos para Fe304@(SiG3(NMesCl)g): TGA (%): (FesO4) 78.5, (L) 21.5. Diametro promedio
del nucleo de Fe3O4; D = 11 nm (TEM).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS CATIONICAS FRENTE
A BACTERIAS.

Se ha estudiado la capacidad de las NPM de la invencidén para capturar bacterias de tipo
Gram+ (ej. S. aureus) y Gram- (ej. E. coli) en medios acuosos, la posterior elucion y
supervivencia de estos microorganismos. Estos estudios pueden ser aplicados a otras

bacterias 0 microorganismos, como por ejemplo hongos 0 amebas.

MATERIALES Y METODOS

Capacidad de captura de bacterias de las nanoparticulas magnéticas.

A continuacion, se describen dos procedimientos seguidos para analizar la capacidad de las
NPM para capturar bacterias, sin descartar otros posibles:

1) Para determinar la capacidad de captura de bacterias de las NPM, se prepar6 una serie
de soluciones bacterianas(S. aureus y E. coli) (1mL) de diferentes concentraciones
(Densidad optica DOe2s: 0.1-1.2). Posteriormente, se afiadié 1 mg de las NPM a cada una de
estas soluciones. Estas soluciones son agitadas vigorosamente durante un minuto.
Posteriormente se emplea un iman externo para la separacién magnética de los sistemas
NPM-bacteria. La densidad optica (DO) del sobrenadante es de nuevo medida, indicando la
cantidad de bacteria que ha sido capturada por el sistema:

% captura de bacterias = [(DO control-DO sobrenadante)/DO control]x100

2) Para determinar la capacidad de captura de bacterias de las NPM, se prepard una serie
de soluciones de NPM de diferentes concentraciones (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5
ppm). Posteriormente, a 750 yL de cada una de estas disoluciones se afiaden 750 pL de
una solucion de bacterias (S. aureus y E. coli), cuya densidad 6ptica ha sido previamente
medida a una longitud de onda de 625 nm (DO = 0.2). Estas soluciones son agitadas
vigorosamente durante 1 min y se mantienen incubando a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente se emplea un iman externo para la separacion magnética de los
sistemas NPM-bacteria. La densidad éptica (DO) del sobrenadante es de nuevo medida y
comparada con la densidad optica de la solucion sin tratar, indicando la cantidad de bacteria
que ha sido capturada por el sistema (Figura 9).

% captura de bacterias = [(DO control-DO sobrenadante)/DO control]x100
Para determinar la elucion de las bacterias que han interaccionado con las NPM y han sido

capturadas, el sistema NPM-bacteria fue lavado dos veces con agua. A continuacion, se

afiadié 1.5 mL de tampodn fosfato salino (PBS) y se agité durante 5 min. Posteriormente se
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emplea un iman externo para la separacion magnética de los sistemas NPM-bacteria. La

densidad optica del sobrenadante es de nuevo medida.

Para determinar la supervivencia tanto de las bacterias capturadas como de las bacterias
que han quedado en el sobrenadante, 5 UL de cada una de las soluciones son anadidos a

una placa de agar PCA que es incubada a 37°C durante 20 horas.

Capacidad de captura de acidos nucleicos de las nanoparticulas magnéticas.

A continuacién, se describe el proceso realizado utilizando ADN bacteriano procedente de
una cepa de E. coli (CECT434; WDCMO00013), sin descartar otros procedimientos o acidos
nucleicos. 10 pyL de disolucion de NPM (1000 ppm) son afiadidos sobre 10 uL de una
disolucion de ADN bacteriano. La mezcla se agita vigorosamente durante 2 min y se deja
reposar durante un tiempo determinado (por ejemplo 10, 40 y 80 min). A continuacion, se
emplea un iman externo para la separacién magnética de los sistemas NPM-ADN. La
densidad éptica (D.O.) del sobrenadante es medida, asi como un control de ADN (10 pL
ADN y 10 pL agua). De esta manera puede calcularse el porcentaje de ADN que ha sido
capturado por el sistema.

% captura = [(DO sin tratamiento -DO sobrenadante)/DO sin tratamiento]x100

RESULTADOS

Interaccion con bacterias

Como ejemplo, se analizaron 2 NPM preparadas segun se describe en la invencion de tipo
Fe304@(SiGn(NMesCl)m) (n = 2, m = 4; n = 3, m = 8), funcionalizadas con dendrones de
segunda y tercera generacion respectivamente. Los resultados (Figura 9, método 2)
muestran que en el caso de S. aureus la capacidad de captura de las NPM es claramente
superior para la NPM de tercera generacion Fe:;04@(SiG3(NMe;Cl)s), consiguiendo
porcentajes de captura del casi 100% a una concentraciéon de 250 ppm, mientras que
utilizando Fe3;04@(SiG2(NMe;Cl)s) se requiere una concentracion de 1000 ppm. En el caso
de E. coli la capacidad de ambas NPM es similar, obteniéndose porcentajes del 90% a

concentraciones de 250 ppm.

Mediante la incubacion de las soluciones de los sistemas NPM-bacteria, el sobrenadante, y
las soluciones de elucion con PBS se demostrd la supervivencia de los microorganismos.
Las imagenes obtenidas por TEM y SEM de los sistemas NPM-bacteria (Figura 10, método

2) muestran como las NPM recubren totalmente la superficie de las bacterias.

12
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Interacciéon con acidos nucleicos

Como ejemplo, se comentan los resultados obtenidos utilizando las NPM
Fe304@(SiG2(NMesCl)s) v Fes0.@(SiG3(NMesCl)s) en su interaccion con ADN bacteriano
procedente de bacterias Gram-negativa de tipo E. coli (CECT434; WDCMO00013). El uso de
este tipo de acido nucleico no es excluyente para otros acidos nucleicos. Los resultados
indican (Figura 11) que la retencion es claramente dependiente de la generacion del
dendrén y del tiempo. Para el caso de la NPM Fe;04@(SiG2(NMesCl)s), con un dendrén de
segunda generacion, solo se observa retencion (en torno al 16%) a tiempos de 80 min. Sin
embargo, un porcentaje proximo de retencion se obtuvo para Fez04(SiG3(NMesCl)s) a los 10

min, alcanzandose un maximo de retencion a los 40 min (en torno al 50%).

13
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticula magnética (NPM) recubierta de al menos una molécula dendritica de
naturaleza carbosilano y funcionalizada en su capa externa con grupos catiénicos (amonio)
5 0 neutros (amino), caracterizado por que:
-el nucleo de la nanoparticula esta compuesto por Fez04; y
-la molécula dendritica se selecciona entre dendrén o dendrimero y comprende una
cadena anclante de férmula —Si-(CH)p-R'—(CH>).- donde:
la molécula dendritica esta unida al nucleo por el atomo de Si,
10 a es un numero entero que varia entre 0 a 10;
b es un nimero entero que varia de 1 a 10, preferiblemente variande 1 a 5;y
R' se selecciona de entre un grupo urea, carbamato, tiocarbamato, tiourea o

un grupo triazol.

15 2. Nanoparticula magnética segun la reivindicacion 1, donde la molécula dendritica es un
dendrén caracterizado por que:
-el punto focal del dendrén es la cadena anclante de férmula —Si-(CHz)p-R'—(CH>)a-
donde: el dendrén esta unido al nucleo por el atomo de Si, a es un nimero entero
que varia entre 1 a 10, preferiblemente entre 1 y 5; y b y R' estan definidos en la
20 reivindicacion 1; y
-la capa externa del dendrén consiste en unidades iguales o diferentes del grupo de
férmula (1):
_?i%R3)p
(R?)
()
donde: R?2es un grupo alquilo (C4-C4), preferiblemente R? es un grupo metilo;
25 p €s un numero entero y varia entre 1y 3, preferiblemente p es 2;
R3 es el siguiente grupo -(CH2)c-S-(CHz)4¢-R%;
c representa un nimero entero que varia de 2 a 5; preferiblemente ces 2 6 3;
d representa un numero entero que varia de 1 a 10; preferiblemente d varia
entre1y5;y
30 R* es un grupo -NR'R” o un grupo -NR'R"R’, donde R, R” y R,

representan de manera independiente un grupo alquilo (C1-C4) o un hidrégeno.

3. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la
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molécula dendritica es un dendrimero caracterizado por que:
- la capa externa del dendrimero consiste en unidades iguales o diferentes del grupo de
férmula (11)
—?i‘%Rﬂp
(R?)
SN (1)
donde: R?es un grupo alquilo (C4-Cs), preferiblemente R? es un grupo metilo;

p es un numero entero y varia entre 1y 3, preferiblemente p es 2;

RS es el grupo -(CHz)c-S-(CH2)¢-RS;

¢ representa un nimero entero que varia de 2 a 5; preferiblemente ces 2 6 3;

d representa un ndmero entero que varia de 1 a 10; preferiblemente d varia entre
1y5;

R® es un grupo —-NR’R” o un grupo —-NR’'R”R"”’, donde R’, R” y R"”, representan de
manera independiente un grupo alquilo (C+-C4) o un hidrégeno, con la condicién que al
menos un grupo R® de la capa externa del dendrimero consiste en la cadena anclante de
formula —Si-(CH.),-R'—(CH>),- donde el dendrimero esta unido al nucleo por el atomo de

Si, aes 0; y b y R estan definidos en la reivindicacion 1.
4. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, cuyo nucleo
tiene una disposicion de sus atomos de forma esférica, cilindrica o de prisma, con al menos

una dimension entre 1y 1000 nm.

5. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde p

es 2 y/o R? es un grupo metilo.

6. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde ¢

es2063ylodes?2.

7. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R!

€s un grupo urea.

8. Nanoparticulas magnéticas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
R* o R®son un grupo -NR'R”"R’".
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9. Nanoparticulas magnéticas segun la reivindicacion anterior, donde R* o R® son -NMes*.

10. Nanoparticula magnética segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, donde dicha

nanoparticula esta en forma de sal.

11. Procedimiento de obtencion de las nanoparticulas magneticas descritas segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende una reaccién entre los grupos
hidroxilos de la superficie de las nanoparticulas de FeszOa4, y grupos trialcoxosililos de la

cadena anclante de la molécula dendritica.

12. Uso de las nanoparticulas magnéticas descritas segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, como agente para concentrar y/o eliminar bacterias, hongos o

amebas de un medio que las contenga.

13. Uso no terapéutico de las nanoparticulas magnéticas descritas segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10, como biocida.

14. Uso de las nanoparticulas magnéticas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,

como agente para concentrar acidos nucleicos de un medio que los contenga.
15. Uso de las nanoparticulas magnéticas descritas segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10, como agente para eliminar acidos nucleicos de un medio que los

contenga.
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FIG. 4

12 18

Diametro (nm)

FIG. 5

NMe,

FIG. 6

NMe,
(fj NMe;
s/ 5/—/
’/\/} T \/\S/\/NMez
Q OéSi/\/\Nj\N/\/\/S‘
O H H \-/\/\S!/\/S\/\NM%
/l

\\\ \/\S/\/NMez

S/

SN
RN

hS

NMe,

18



ES 2830873 Al

FIG.7
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