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DESCRIPCION
Nanoparticulas que comprenden materiales metalicos y de éxido de hafnio, preparacion y usos de los mismos

La presente invencion versa sobre nanoparticulas novedosas que pueden ser usadas con ventaja en el campo de la
salud como agentes diagndsticos y/o terapéuticos. Las nanoparticulas de la invencién comprenden un material
metalico cubierto, al menos parcialmente, con un material de éxido, preferentemente un material de 6xido de hafnio,
o embebido en el mismo. Cuando se las compara con productos existentes, estas nanoparticulas ofrecen una notable
proporcion de beneficio sobre el riesgo. Especificamente, estas nanoparticulas potencian la eficacia de las
nanoparticulas metalicas conocidas. De hecho, retienen las propiedades intrinsecas del metal y, ademas, ahora son
utilizables con seguridad en un mamifero, en particular en un ser humano. La invencion también versa sobre métodos
de produccion de dichas nanoparticulas, sobre composiciones que las contienen y sobre usos de las mismas.

Antecedentes

La nanotecnologia ofrece estrategias revolucionarias de mejora de la asistencia médica. Sin embargo, como para
cualquier producto de asistencia médica, en el campo de la nanomedicina, el concepto de la toxicidad
prevista/imprevista deberia ser considerado desde la perspectiva tanto de lo que podria preverse por las propiedades
quimicas y farmacoldgicas de un producto medicinal como de lo que se conoce en término de la observacion o la
documentacion previa.

Los problemas toxicolégicos de las nanoparticulas son de maxima importancia cuando se disefia un nanomaterial. La
toxicidad potencial de nanomateriales disefiados desarrollados para una aplicacion diagndstica o terapéutica ha de
ser considerada y abarca fenémenos tales como la liberacién de especies toxicas en medios biolégicos, fendmenos
redox, transferencia de electrones y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, la adsorcion de
proteinas en la superficie de las nanoparticulas puede desencadenar diversos fenédmenos adversos tales como el
cambio en la conformacion proteinica y la subsiguiente pérdida de actividad enzimatica, fibrilacion o exposicion a
nuevos epitopos antigénicos. La farmacocinética es un parametro determinante de eficacia y prediccion de la
seguridad. Las nanoparticulas, que no estan degradadas o lo estan levemente, después de ser capturadas por células
fagociticas mononucleares, pueden ser atrapadas en el sistema reticuloendotelial (RES), en el que se acumulan y
pueden inducir efectos secundarios poco deseables.

Se percibe que el recubrimiento (la funcionalizacion) de la superficie de las nanoparticulas es un planteamiento
atractivo para potenciar la seguridad de las nanoparticulas al desempefiar diferentes papeles, tales como impedir la
biorreactividad de las nanoparticulas y la disolucion de las nanoparticulas. De hecho, el recubrimiento de las
nanoparticulas con una envoltura protectora parece un medio eficaz de reduccién de su toxicidad. Materiales
adecuados de envoltura incluyen sustancias organicas o inorganicas biocompatibles tales como compuestos de
polietilenglicol (compuestos de PEG), silice (SiO>) y polimeros biocompatibles. Sin embargo, estos recubrimientos son
ambientalmente labiles o degradables y un material inicialmente no téxico puede volverse peligroso después de
desprenderse de su recubrimiento, cuando el nucleo de la nanoparticula queda expuesto al cuerpo.

El cancer es una causa principal de fallecimiento a escala mundial, que representé 7,6 millones de fallecimientos
(aproximadamente un 13% de todos los fallecimientos) en 2008. Se prevé que los fallecimientos por cancer sigan
aumentando, con una estimacion de 12 millones de fallecimientos para 2030 (OMS). La cirugia, la radioterapia y los
farmacos son de importancia capital como modalidades de tratamiento antianticanceroso, pudiendo usarse cada uno
de ellos solo o0 en combinacién, dependiendo del tipo de cancer que se esté tratando. La eleccién de terapia depende
de la ubicacion y de la clasificacion del grado del tumor, de la fase de la enfermedad, asi como del estado de salud
del paciente.

Los agentes antianticancerosos que atacan el ciclo celular y el ADN, tales como los citotoxicos o los rayos X, estan
entre los mas efectivos en el uso clinico y han producido un aumento significativo en la supervivencia de los pacientes
con cancer cuando son usados solos 0 en combinacién con farmacos que tienen diferentes mecanismos de accion.
También son sumamente toxicos y presentan una ventana terapéutica estrecha.

Por lo tanto, sigue habiendo considerable interés en el campo del cancer por modificar la proporcién terapéutica, con
el objetivo de mejorar la eficacia y la seguridad.

La nanotecnologia ofrece una solucion ventajosa para administrar terapias de manera directa y selectiva a células
cancerosas. En afos recientes, las nanoparticulas metalicas han mostrado gran promesa para el diagnostico y la
terapia. Entre las nanoparticulas metalicas, han sido propuestas en particular las nanoparticulas de oro, especialmente
como radiosensibilizadoras en el contexto de la radioterapia (WO 2004/112590), como agentes de contraste en el
contexto del diagnostico (W0O2003/075961), como agentes fototérmicos en el contexto de la terapia por hipertermia
(W02009/091597), y como vehiculos farmacologicos en el contexto de la quimioterapia (W02002/087509).

El oro ha sido considerado bioinerte (es decir, ausencia de reactividad bioquimica) desde hace mucho, y mantiene
esa consideracion, y, asi, es utilizable in vivo en un mamifero (W02011/127061). Sin embargo, los inventores y otros
consideran ahora que esta opinién es dudosa.
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Monografias recientes han cuestionado el comportamiento inerte de las nanoparticulas de oro en medios bioldgicos
que podrian reducir su uso en aplicacion médicas.

Cho WS. et al. [Acute toxicity and pharmacokinetics of 13 nm sized PEG-coated gold nanoparticles. Toxicology and
Applied Pharmacology 236 (2009) 16-24] llevaron a cabo un estudio de toxicidad in vivo usando nanoparticulas de oro
de 13 nm de tamafio recubiertas con PEG. Las nanoparticulas de oro de 13 nm recubiertas con PEG-5000 fueron
inyectadas de manera intravenosa (0, 0,17, 0,85 o 4,26 mg/kg de peso corporal en ratones BALB/C). Se descubrié
que las nanoparticulas se acumulaban en el higado y el bazo durante hasta 7 dias. Ademas, las imagenes de
microscopia electronica de transmision (TEM) demostraron que numerosas vesiculas citoplasmaticas y lisosomas de
células hepaticas de Kupffer y macrofagos dl bazo contenian nanoparticulas de oro recubiertas con PEG. La apoptosis
de los hepatocitos del higado 7 dias después del tratamiento fue significativamente mayor para los ratones que
recibieron 0,85 y 4,26 mg/kg de nanoparticulas de oro. Las células apoptoticas eran aproximadamente el 10% en el
grupo de alta dosificacion a los siete dias. Aunque las respuestas inflamatorias transitorias eran insignificantes para
la toxicidad de las nanoparticulas de oro de 13 nm recubiertas con PEG, la apoptosis de los hepatocitos del higado es
un efecto adverso importante inducido por el tratamiento con nanoparticulas de oro de 13 nm recubiertas con PEG.

Sadauskas E. et al. [Protracted elimination of gold nanoparticles from mouse liver, Nanomedicine 5 (2009) 162-9]
estudiaron el destino de nanoparticulas de oro de 40 nm después de inyecciones intravenosas. Las nanoparticulas de
oro fueron inyectadas de forma intravenosa (0,5 mL - 9-10"° particulas por mL) en ratonas adultas C57BL. Grupos
experimentales fueron sacrificados después de 1 dia, 1 mes, 3 meses y 6 meses. El grupo de control fue sacrificado
después de 1 dia. El descubrimiento por ICP-MS de una caida del 9% en el contenido de oro del dia 1 a los 6 meses
revelé una prolongada renovacion de las células de Kupffer cargadas con oro. La tincion autometalografica (AMG)
demostré que habia un numero decreciente de células de Kupffer que contenian nanoparticulas de oro después de
un largo periodo de exposicién y una disminucion significativa en las areas con tincion AMG después de 1 mes. Los
autores creen que esto refleja canibalismo entre células de Kupffer. Observaron lisosomas grandes de aspecto poco
sano que contenian oro en animales que sobrevivieron durante de 3 a 6 meses, lo que puede apoyar la nocion de que
una célula de Kupffer muere y es fagocitada por las células de Kupffer circundantes.

Chen YS. et al. [Assessment of the in vivo toxicity of gold nanoparticles, Nanoscale Res. Lett. 4(8) (2009) 858-64]
llevaron a cabo un estudio de toxicidad in vivo usando nanoparticulas de oro de 3, 5, 12, 17, 37, 50 y 100-nm. Las
nanoparticulas de oro fueron inyectadas intraperitonealmente en ratones BALB/C a una dosis de 8 mg/kg/semana.
Las nanoparticulas de oro que oscilan en tamafio entre 8 y 37 nm indujeron una grave enfermedad en los ratones
(tiempo medio de supervivencia = 21 dias). La exploracion patoldgica de los principales érganos de los ratones en los
grupos enfermos indicé un incremento de las células de Kupffer en el higado (la activacion de las células de Kupffer
sugeria un potencial toxico para las nanoparticulas de oro en esta zona), una pérdida de integridad estructural en los
pulmones (estructura observada similar a la del enfisema) y una difusion de pulpa blanca en el bazo. La anormalidad
patoldgica fue asociada con la presencia de nanoparticulas de oro en los sitios enfermos.

Los inventores descubrieron con sorpresa y describen ahora en la presente memoria que el 6xido de hafnio es capaz,
cuando es usado debidamente en combinacién con material metalico, de hacer no téxico dicho material metalico, en
particular el oro, sin que sea perjudicial para las propiedades terapéuticas y diagnosticas del metal, haciendo con ello
que el producto de la invencioén sea utilizable con ventaja in vivo en un mamifero.

Los inventores creen, ademas, que la combinacion reivindicada de materiales metalicos y de 6xido de hafnio puede
ser responsable de un depdsito eficiente de energia dentro de la estructura del tumor, siendo responsable dicho
depdsito de la gran potenciacion de la destruccion tumoral in vivo cuando es activada por radiaciones en comparacion
con tratamientos estandar.

Compendio de la invencion

Los inventores proporcionan en la presente memoria una nanoparticula como se define adicionalmente en las
reivindicaciones, para ser usada en un mamifero, que comprende un material metdlico cubierto, al menos
parcialmente, con un material de 6xido de hafnio o embebido en el mismo. En una realizaciéon particular, la
nanoparticula de la invenciéon es una nanoparticula de nucleo-envoltura de metal-6xido comprende un material
metalico completamente cubierto con un material de éxido de hafnio o embebido en el mismo. También proporcionan
una composicion que comprende tal nanoparticula junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta
composicion puede ser una composicion de diagndstico o una composicion farmacéutica. Los inventores describen,
ademas, sus productos para ser usados en un mamifero, preferentemente en un ser humano, como un agente de
diagndstico y/o como un agente terapéutico, en particular en oncologia, mas en particular cuando la nanoparticula es
expuesta a radiacion.

Figuras
La Figura 1 proporciona una ilustracion de la estructura de la nanoparticula de la invencion.

La Figura 1A proporciona una ilustracion de una cristalita metalica o de un agregado de cristalitas metalicas.
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La Figura 1B proporciona una ilustracion de nanoparticulas de nicleo-envoltura de metal-6xido que comprenden un
material metalico completamente cubierto con un material de 6xido de hafnio o embebido en el mismo.

La Figura 1C proporciona una ilustracion de nanoparticulas que comprenden un material metalico cubierto, al menos
parcialmente, con un material de 6xido de hafnio o embebido en el mismo.

La Figura 2 proporciona una ilustracion de la proporcion de beneficio sobre el riesgo de esta estructura de la
nanoparticula de la invenciéon en comparacién con una nanoparticula metdlica carente de material de éxido de hafnio,
en particular en oncologia, mas en particular cuando la nanoparticula es expuesta a radiaciones.

La Figura 3 proporciona una imagen de microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de oro de 60 nm de
tamafio del Ejemplo 1.

La Figura 4: La estructura cristalina de las nanoparticulas de oro preparadas (Ejemplo 1) es determinada por difraccion
electroénica.

La Figura 4A muestra el patrén de difraccion electronica de nanoparticulas de referencia (las nanoparticulas de oro
con estructura cubica centrada en las caras son usadas como referencia para establecer la constante de camara (LA)
del microscopio electrénico de transmision) y de nanoparticulas de oro (GNP) del Ejemplo 1.

La Figura 4B documenta la indexacién de las nanoparticulas de oro (del Ejemplo 1), el patrén de difraccion electrénica
que muestra una estructura cubica centrada en las caras (CFC) de las nanoparticulas de oro. La indexacién del patron
de difraccion electrénica consiste en las siguientes etapas:

1) establecer la constante de camara a partir del patron de difraccion electronica de la referencia,

2) medir el diametro (D1, D2, ..., Dn) del anillo del patrén de difraccién electronica de las nanoparticulas de oro del
Ejemplo 1,

3) calcular el dng, usando la expresion dng = L*M(Dn/2),
4) usar la base de datos existente de estructuras para indexar cada anillo.

La Figura 5 proporciona imagenes del patrén de difraccion electrénica de un conjunto de tipo nucleo@envoltura
Au@HfO, de una nanoparticula de oro y material de 6xido de hafnio del Ejemplo 4.

La Figura 5A muestra el patrén de difraccion electrénica de las nanoparticulas de oro@HfO, del Ejemplo 4.

La Figura 5B documenta la indexacion de las nanoparticulas de oro@HfO; (del Ejemplo 4). La indexacion del patrén
de difraccion electrénica consiste en las siguientes etapas:

1) establecer la constante de camara a partir del patron de difraccion electronica de la referencia (Figura 4A),

2) medir el diametro (D1, D2, ..., Dn) del anillo del patrén de difraccion electronica de las nanoparticulas de Au@HfO-»
del Ejemplo 4,

3) calcular el dng, usando la expresion dng = L*M(Dn/2),
4) usar la base de datos existente de estructuras para indexar cada anillo.

La Figura 6 proporciona una imagen de microscopia electrénica de transmision de un conjunto de tipo
nucleo@envoltura Au@HfO, de las nanoparticulas de oro y material de 6xido de hafnio del Ejemplo 4. En este
negativo, puede observarse que una envoltura cubre la superficie de la nanoparticula de oro. Esta envoltura
comprende, seguin demuestra la difraccion electrénica, material de 6xido de hafnio.

Descripcion detallada

La nanoparticula de la invencién definida en las reivindicaciones para ser usada en un mamifero comprende un
material metalico cubierto, al menos en parte, con un material de éxido de hafnio o embebido en el mismo.

En el contexto del desarrollo de semiconductores de metal-6xido (MOS) para la miniaturizacion de transistores para
dispositivos electronicos, Sargentis Ch. et al. [Simple method for the fabrication of a high dielectric constant metal-
oxide-semiconductor capacitor embedded with Pt nanoparticles, Appl. Phys. Lett. 88(073106) (2006) 1-3] desarrollaron
un método simple de evaporacién por haz electrénico para fabricar un dispositivo MOS embebido con nanoparticulas
de Pt en su superficie de contacto SiO,/HfO,. Las nanoparticulas de Pt fabricadas tienen un diametro medio de 4,9
nm y la densidad lamelar es de 3,2x10'2 nanoparticulas/cm?. Este objeto, previsto para ser usado en el desarrollo de
dispositivos electrénicos, esta compuesto de nanoparticulas metalicas parcialmente embebidas en una capa de 6xido
de hafnio. Al contrario que el objeto de la presente invencion, este objeto es una lamina y no una nanoparticula.
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En una realizaciéon particular, la nanoparticula de la invencidon es una nanoparticula de nucleo-envoltura de metal-
6xido que comprende un material metalico completamente cubierto con un material de éxido de hafnio o embebido en
el mismo.

En el espiritu de la invencion, el término “nanoparticula” se refiere, como se explica adicionalmente mas abajo, a
productos, en particular productos sintéticos, con un tamafio en el intervalo nanométrico, normalmente entre 1 nmy
500 nm.

El material metalico es normalmente una cristalita metalica o un agregado de cristalitas metalicas. La nanoparticula
de la invencién comprende, con ventaja, una o varias cristalitas metalicas.

En una realizacion preferente, la nanoparticula de la invencion comprende varias cristalitas de 6xido de hafnio y/o
agregados de varias cristalitas de 6xido de hafnio.

En una realizacion particular, cada uno del material metalico y del material de 6xido de hafnio consiste en una cristalita
0 en un agregado de cristalitas.

En otra realizaciéon particular, la nanoparticula de la invenciéon es una nanoparticula de éxido metalico de nucleo-
envoltura que comprende un material metalico que es normalmente una cristalita metalica o un agregado de cristalitas
metalicas completamente cubierto con un material de éxido de hafnio.

En la presente memoria, el término “cristalita” se refiere a un producto cristalino. El tamafio de la cristalita y su
estructura y su composicion pueden ser analizados con un difractograma de rayos X.

La expresion “agregado de cristalitas” se refiere a un conjunto de cristalitas unidas fuertemente entre si, normalmente
de forma covalente.

El material metalico puede ser seleccionado con ventaja entre oro (Au), plata (Ag), platino (Pt), paladio (Pd), estafio
(Sn), tantalio (Ta), iterbio (Yb), circonio (Zr), hafnio (Hf), terbio (Tb), tulio (Tm), cerio (Ce), disprosio (Dy), erbio (Er),
europio (Eu), holmio (Ho), hierro (Fe), lantano (La), neodimio (Nd), praseodimio (Pr), lutecio (Lu) y mezclas de los
mismos. El metal es seleccionado, preferentemente, entre oro, plata, tantalio, platino, paladio, estafo, circonio, hafnio,
lutecio y hierro, aun mas preferentemente entre circonio, hafnio, tantalio y oro. Lo mas preferible es que el material
metalico sea oro o tantalio, aln mas preferentemente oro.

En una realizacién particular, al menos el 80% —por ejemplo, 85%, 86%, 87%, 88% u 89%—, del material metalico
esta protegido contra cualquier interaccion con un material biolégico por el material de 6xido de hafnio. Mas
preferentemente, el menos el 90% —normalmente entre el 90% y el 98%; por ejemplo 95%— del material metalico
esta protegido contra cualquier interaccion con un material biolégico por el material de 6xido de hafnio.

En otra realizacién particular, la nanoparticula de la invencién es una nanoparticula de metal-6xido de nucleo-envoltura
también identificada como nucleo@envoltura metal@odxido, nanoparticula que comprende un material metalico
completamente cubierto con un material de 6xido de hafnio o embebido en el mismo.

La nanoparticula de la invenciéon comprende un material metalico que bien esta cubierto al menos parcialmente con
material de 6xido de hafnio o bien esta completamente cubierto con un material de éxido de hafnio, dependiendo del
uso previsto.

Por ejemplo, cuando las nanoparticulas de la invencion son usadas como agentes de contraste en el contexto del
diagndstico o como radiosensibilizadores en el contexto de la terapia, el material metalico esta completamente
cubierto, con ventaja, con un material de 6xido de hafnio (nanoparticula de nucleo@envoltura metal@dxido), pero
cuando las nanoparticulas de la invencion son usadas como agentes fototérmicos en el contexto de la terapia por
hipertermia o como vehiculos farmacoldgicos en el contexto de la quimioterapia, el material metalico esta cubierto,
preferentemente, al menos en parte, con un material de 6xido de hafnio.

En una realizacién particular, para retener las propiedades intrinsecas de los materiales metalicos, puede ser deseable
que el material de éxido de hafnio que cubre o embebe el material metalico permita la difusién de moléculas pequenas.
En particular, es importante que el material de 6xido de hafnio que cubre o embebe el material metalico permita el
paso de agua o de farmacos, sino que protege al material metalico de cualquier interaccién con materiales biolégicos.

En el contexto del diagndstico o la radioterapia, una cobertura completa de la composicion metalica es apreciable. En
el contexto del diagnostico, esta cobertura completa es incluso preferida para optimizar un uso seguro del producto.

La cobertura apropiada del material metalico por parte del material de éxido de hafnio puede ser regulada para que la
superficie de las nanoparticulas, cuando es determinada mediante analisis de superficie BET (Brunauer, Emmett y
Teller), sea igual o superior a la superficie de las nanoparticulas, cuando normalmente esta determinada por el analisis
de superficie CTAB.
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El analisis de superficie BET se basa en la absorcidon de un gas, habitualmente nitrégeno, en la superficie de la
nanoparticula (las nanoparticulas se encuentran en forma de polvo). La superficie BET proporciona la superficie “total”
de la nanoparticula, incluyendo su porosidad.

El analisis de superficie CTAB se basa en la absorcién de la molécula de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) en la
superficie de la nanoparticula (las nanoparticulas estan en solucién). La molécula de CTAB es relativamente grande,
por lo que no es adsorbida en los microporos. Asi, la superficie CTAB refleja solo la superficie de la nanoparticula que
esta disponible para la interaccion con grandes moléculas, tales como interacciones con materiales biologicos. Si no,
podrian usarse otras moléculas (como proteinas) en el contexto de la invencién para estimar la superficie de esta
nanoparticula.

Cuando la nanoparticula comprende un material metalico completamente cubierto con un material de 6xido de hafnio,
la superficie BET se correlaciona con la superficie calculada teniendo en cuenta la forma de la nanoparticula y la
proporcion relativa del metal y los materiales de 6xido de hafnio que constituyen la nanoparticula, determinandose
ambos normalmente por cuantificacion de los elementos de metal y hafnio, usando un analisis de espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP MS).

La forma de la nanoparticula puede ser, por ejemplo, redonda, plana, alargada, poligonal, esférica, ovoide u ovalada,
y similares. La forma puede ser determinada o controlada por el método de produccion y estar adaptada por la persona
experta en la técnica.

Dado que la forma de las particulas puede influir en su “biocompatibilidad”, se prefieren particulas que tengan una
forma bastante homogénea. Asi, por razones farmacocinéticas, se prefieren las nanoparticulas que tienen forma
esencialmente esférica, redonda u ovoide. Tal forma también favorece la interaccién de las nanoparticulas con células
o la captacion por parte de las mismas. Se prefiere en particular la forma esférica o redonda.

En la presente memoria, las expresiones “tamafio de la nanoparticula” y “maximo tamafio de la nanoparticula” se
refieren a la “maxima dimension de la nanoparticula”. Puede usarse microscopia electrénica de transmision (TEM)
para medir el tamafo de la nanoparticula. También puede usarse dispersion dinamica de la luz (DLS) para medir €l
diametro hidrodinamica de las nanoparticulas en solucién. Estos dos métodos pueden ser usados, ademas, uno tras
otro para comparar las mediciones de tamafio y confirmar dicho tamafio.

Normalmente, la maxima dimension es el diametro de una nanoparticula de forma redonda o esférica, o la maxima
longitud de una nanoparticula de forma ovoide u ovalada.

Segun se define en la presente memoria, la maxima dimension de una nanoparticula se encuentra normalmente entre
aproximadamente 10 nm y aproximadamente 250 nm, preferentemente entre aproximadamente 20 nm y
aproximadamente 100 o aproximadamente 200 nm, ain mas preferentemente entre aproximadamente 50 nm y
aproximadamente 150 nm.

El tamafo de la cristalita metalica (maxima dimension de una cristalita metalica) se encuentra normalmente entre
aproximadamente 2 nm y aproximadamente 100 nm, por ejemplo entre aproximadamente 2 nm y 60 nm o entre
aproximadamente 10 nm y aproximadamente 50 nm. Ejemplos tipicos de tamafios de la cristalita metalica son 5, 10,
15,30y 50 nm.

El tamafio de un agregado de cristalitas metalicas (maxima dimensiéon de un agregado de cristalitas metalicas) se
encuentra normalmente entre aproximadamente 20 nm y aproximadamente 100 nm, por ejemplo entre 20 nm y 50
nm. El tamafio de la cristalita de 6xido de hafnio (maxima dimensién de una cristalita de éxido de hafnio) se encuentra
normalmente entre aproximadamente 5 nm y aproximadamente 50 nm, preferentemente entre aproximadamente 2
nm y aproximadamente 50 nm, por ejemplo entre 5 nm y 30 nm. Ejempilos tipicos de tamafios de cristalita de 6xido de
hafnio son 2, 5, 10, 15, 20 y 25 nm.

El tamafio de un agregado de cristalitas de 6xido de hafnio (maxima dimensién de un agregado de cristalitas de éxido
de hafnio) se encuentra normalmente entre aproximadamente 20 nm y aproximadamente 100 nm; por ejemplo, entre
30 nmy 70 nm.

El tamafio de la cristalita de 6xido de hafnio o el tamafio de un agregado de cristalitas de 6xido de hafnio corresponde,
en el contexto de la nanoparticula de nucleo@envoltura metal@oxido, al grosor de la envoltura de 6xido de hafnio.

En la nanoparticula de la invencion, el material metalico puede estar recubierto, de forma ventajosa, con un agente,
definido en la presente memoria como un a “agente conector”, que favorece la adhesion entre el metal y el material
de 6xido de hafnio. La adhesion, en el contexto de la presente invencion, significa que se establecen interacciones
débiles (hidrégeno o electrostaticas) o fuertes (covalentes) entre el agente conector y el metal, y entre el agente
conector y el material de 6xido de hafnio. Se prefieren las interacciones fuertes. El agente conector es un compuesto
capaz de interactuar, normalmente por enlace covalente o enlace electrostatico, con la superficie del material metalico
y con el material de 6xido de hafnio.
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El compuesto conector puede comprender dos grupos terminales: R1y R. La funcion de R es interactuar con el
material metalico y la funcion de R es interactuar con el material de éxido de hafnio.

R1 puede seleccionarse, por ejemplo, entre un grupo carboxilato (Rz-X-COQO"), fosfonico (Rz-X-PO(OH),), fosforico (Rz-
X-O-PO(OH),), fosfato (Rz-X-PO4%) y tiol (Rx-X-SH).

R2 puede seleccionarse, por ejemplo, entre un grupo carboxilato (R1-X-COO"), silano (R4-X-Si(OR)3) o (Si(OR)a),
fosfonico (R4-X-PO(OH),), fosforico (R1-X-O-PO(OH),), fosfato (R1-X-PO4%) y tiol (R+-X-SH).

“X” es una cadena que puede ser una cadena lineal o ciclica que contiene al menos un atomo. La cadena “X” puede
seleccionarse, por ejemplo, entre una cadena que contiene atomos de carbono (tales como una cadena de alcano),
una cadena que contiene atomos de carbono y oxigeno (tal como una cadena de 6xido de polietileno o una cadena
de hidrato de carbono), una cadena que contiene atomos de silicio (tal como una cadena de silicona), y una cadena
que contiene atomos de fésforo (tal como una cadena de polifosfato).

En una realizacion preferente, el material metalico y/o el material de 6xido de hafnio de la nanoparticula reivindicada
estan unidos a moléculas de farmaco.

Las moléculas de farmaco pueden interactuar ya sea con el material metalico y/o con el material de 6xido de hafnio a
través de, por ejemplo, interacciones de hidrogeno, interacciones electrostaticas o enlace covalente. La molécula de
farmaco puede comprender, ademas, en enlace escindible que permite la liberacion de la molécula de farmaco cuando
la nanoparticula es expuesta a un estimulo especifico.

Tal enlace escindible puede ser seleccionado, por ejemplo, de un enlace disulfuro o un enlace sensible al pH, tal como
un enlace hidrazona.

El estimulo especifico capaz de escindir el enlace puede ser un estimulo ambiental o un estimulo fisico, normalmente
un estimulo fisico externo. Un estimulo ambiental capaz de escindir el enlace puede ser, por ejemplo, el pH, capaz de
escindir el enlace sensible al pH, o un entorno reductor, capaz de reducir el enlace disulfuro. El estimulo fisico capaz
de escindir el enlace puede ser por ejemplo, una radiacion, en particular una radiacion ionizante.

Las moléculas de farmaco en el contexto de la presente invencion incluyen cualquier compuesto con efectos
terapéuticos o profilacticos. Puede ser un compuesto que afecte, por ejemplo, al desarrollo tisular, al desarrollo celular
o a la diferenciacioén celular o participe en ellos. También puede ser un compuesto que sea capaz de inducir una accion
bioldgica, tal como una respuesta inmunitaria.

Una lista no limitante de ejemplos incluye agentes antimicrobianos (incluyendo agentes antibacterianos, in particular
antibioticos, antivirales y agentes antifungicos); agentes antitumorales, en particular agentes quimioterapéuticos
anticancerosos, tales como uno o varios citostaticos, citotoxicos y cualquier otro producto biolégico o inorganico
concebido para tratar el cancer, tal como un acido nucleico terapéutico, en particular un microARN (miARN), un ARN
horquillado corto (ARNhc) y/o un ARN interferente pequefio (ARNip). El farmaco también puede ser un profarmaco en
el contexto de la presente invencién. También puede usarse cualquier combinacion de moléculas de farmacos de
interés.

En otra realizacion, en la presente memoria se describe una nanoparticula en la que el material de éxido de hafnio es
recubierto con un material biocompatible seleccionado entre un agente que presenta una propiedad de
indetectabilidad, un agente que permite la interaccion con una diana bioldgica, y una combinacién de los mismos.

Se sabe que el efecto de la permeacion y la retencion mejoradas (“EPR”) es responsable de la acumulacion pasiva
de las nanoparticulas en la masa tumoral, después de un tiempo dado tras su inyeccion por via intravenosa (una
posible ruta de administracion). Se ha observado, de hecho, que los vasos tumorales son muy distintos de los capilares
normales y que su “pérdida” vascular fomenta una extravasacion selectiva de nanoparticulas no habitual en tejidos
normales. La falta de drenaje linfatico tumoral efectivo impide el aclaramiento de las nanoparticulas penetrantes y
promueve su acumulacion. Las presentes nanoparticulas son, asi, capaces de atacar con éxito tumores primarios, asi
como metastasicos, después de la administracion intravenosa.

En una realizacion preferente, el material de 6xido de hafnio de las nanoparticulas reivindicaciones puede ser
recubierto con un material biocompatible seleccionado de un agente que presenta una propiedad de indetectabilidad.
De hecho, cuando las nanoparticulas de la presente invencion son administradas a un sujeto por la via intravenosa
(IV), un recubrimiento biocompatible con un material seleccionado de un agente que presenta una propiedad de
indetectabilidad es particularmente ventajoso para optimizar la biodistribuciéon de las nanoparticulas. Dicho
recubrimiento es responsable de lo que se denomina “propiedad de indetectabilidad” de la nanoparticula.

El agente que presenta propiedades de indetectabilidad puede ser un agente que presente un grupo estérico. Tal
grupo puede ser seleccionado, por ejemplo, entre polietilenglicol (PEG); 6xido de polietileno; alcohol polivinilico;
poliacrilato; poliacrilamida (poli(N-isopropilacrilamida)); policarbamida; un biopolimero; un polisacarido tal como
dextrano, xilano y celulosa; colageno; un compuesto zwitterionico, tal como polisulfobetaina; etc.
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En otra realizacion preferente, el material de 6xido de hafnio de las nanoparticulas reivindicadas puede ser recubierto
con un material biocompatible seleccionado de un agente que permita la interaccién con una diana biolégica. Tal
agente puede normalmente acercar una carga positiva o negativa a la superficie de las nanoparticulas. Esta carga
puede determinarse por mediciones del potencial zeta, realizado normalmente en suspensiones de nanoparticulas
cuya concentracion varia entre 0,2 y 10 g/L, estando suspendidas las nanoparticulas en un medio acuoso con un pH
comprendido entre 6 y 8.

Un agente que forma una carga positiva en la superficie de las nanoparticulas puede ser, por ejemplo,
aminopropiltrietoxisilano o polilisina. Un agente que forma una carga negativa en la superficie de las nanoparticulas
puede ser, por ejemplo, un fosfato (por ejemplo un polifosfato, un metafosfato, un pirofosfato, etc.), un carboxilato (por
ejemplo, citrato o acido dicarboxilico, en particular acido succinico) o un sulfato.

Puede ser ventajoso un recubrimiento completo biocompatible de la nanoparticula o del agregado, en particular en el
contexto intravenoso (IV), para evitar la interaccion de la superficie de las particulas con cualquier elemento de
reconocimiento (macrofago, opsoninas, etc.). El “recubrimiento completo” implica la presencia de una densidad muy
alta de moléculas biocompatibles capaces de crear, al menos, una monocapa completa en la superficie de la particula.

El recubrimiento biocompatible permite en particular la estabilidad de las nanoparticulas en un fluido, tal como un fluido
fisiolégico (sangre, plasma, suero, etc.), cualquier medio isotonico o medio fisiolégico, por ejemplo, medios que
comprendan glucosa (5%) y/o NaCl (0,9%), que se requiera para una administracion farmacéutica.

La estabilidad puede ser confirmada mediante la cuantificacion del extracto seco medida en una suspension de
nanoparticulas antes y después de la filtracion, normalmente en un filtro de 0,22 0 0,45 pm.

Ventajosamente, el recubrimiento conserva la integridad de las particulas in vivo, garantiza o mejora la
biocompatibilidad de las mismas y facilita una funcionalidad opcional de las mismas (por ejemplo, con moléculas
separadores, polimeros biocompatibles, agentes de direccionamiento, proteinas, etc.).

Una nanoparticula particular segun la presente invencion puede comprender, ademas, un agente de direccionamiento
que permite su interaccion con un elemento de reconocimiento presente en la célula diana. Normalmente, tal agente
de direccionamiento actia una vez que las nanoparticulas se acumulan en el sitio diana. El agente de direccionamiento
puede ser cualquier estructura biolégica o quimica que presente afinidad hacia moléculas presentes en el cuerpo
humano o animal. Por ejemplo, puede ser un péptido, oligopéptido o polipéptido, una proteina, un acido nucleico (ADN,
ARN, ARNip, ARNt, miARN, etc.), una hormona, una vitamina, una enzima, el ligando de una molécula expresada por
una célula patoldgica, en particular el ligando de un antigeno tumoral, un receptor hormonal, un receptor de citoquinas
o un receptor del factor de crecimiento. Dichos agentes de direccionamiento pueden ser seleccionados, por ejemplo,
en el grupo constituido por LHRH, EGF, un folato, un anticuerpo anti-B-FN, E-selectina/P-selectina, un anticuerpo anti-

IL-2RO, GHRH, etc.

Las nanoparticulas de la invencion pueden ser administradas por vias diferentes, tales como local (intratumoral (IT)
en particular), subcutanea, intravenosa (IV), intradérmica, intraarterial, vias aéreas (inhalacién), intraperitoneal,
intramuscular y via oral (por la boca). Las nanoparticulas pueden ser administradas en una intracavidad, tal como una
cavidad virtual de lecho tumoral después de la tumorectomia.

Pueden llevarse a cabo inyecciones o administraciones reiteradas de nanoparticulas, cuando sea apropiado.

Otro objeto particular de la invenciéon versa sobre una composicion farmacéutica que comprende nanoparticulas
definidas en lo que antecede, preferiblemente junto con un portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro objeto particular de la invencién versa sobre una composicion de diagnéstico o formacion de imagenes que
comprende nanoparticulas definidas en lo que antecede, preferiblemente junto con un portador o vehiculo
fisioldgicamente aceptable.

Las composiciones pueden estar en forma de un sélido, un liquido (particulas en suspension), un aerosol, un gel, una
pasta y similares. Las composiciones preferidas estan en forma liquida o de gel. Las composiciones particularmente
preferidas estan en forma liquida.

El vehiculo que se emplea puede ser cualquier soporte clasico para este tipo de aplicacion, tales como, por ejemplo,
soluciones salinas, isotdnicas, estériles, tamponadas y similares. También pueden comprender estabilizantes,
edulcorantes, tensioactivos, polimeros y similares. Pueden ser formulados, por ejemplo, como ampollas, aerosol,
frascos, comprimidos, capsulas, usando técnicas conocidas de formulacion farmacéutica.

En las composiciones descritas en la presente memoria, las concentraciones apropiadas o deseables de
nanoparticulas estan comprendidas entre aproximadamente 10° mg de nanoparticulas/gramo de tumor vy
aproximadamente 100 mg de nanoparticulas/gramo de tumor, en particular entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 50 mg de nanoparticulas/gramo de tumor. Estas concentraciones se aplican con independencia de
la via de administracion.
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En las composiciones descritas en la presente memoria, las concentraciones apropiadas o deseables de
nanoparticulas estan comprendidas entre aproximadamente 10 mg de nanoparticulas/mL del volumen de la cavidad
virtual que queda tras una tumorectomia y aproximadamente 100 mg de nanoparticulas/mL del volumen de la cavidad
virtual que queda tras una tumorectomia, en particular entre aproximadamente 5 mg y aproximadamente 50 mg de
nanoparticulas/mL del volumen de la cavidad virtual que queda tras una tumorectomia. Estas concentraciones se
aplican con independencia de la via de administracion.

Generalmente, las composiciones en forma liquida o de gel comprenden entre 0,05 g/L y 400 g/L de nanoparticulas,
0,05 g/L y 150 g/L, preferentemente al menos 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L, 45 g/L, 50 g/L, 55 g/L, 60 g/L, 80 g/L, 100 g/L,
150 g/L, 200 g/L, 250 g/L, 300 g/L o 350 g/L.

Idealmente, el extracto seco se mide tras una etapa de secado de la suspensién que comprende las nanoparticulas.

Las composiciones, las particulas y los agregados de la invencion pueden ser usados en muchos campos, en particular
en medicina humana o veterinaria.

Nanoparticulas y las composiciones segun la invencion, descritas en la presente memoria, son, preferentemente, para
ser usados en un mamifero, ain mas preferentemente en un ser humano, como agente diagndstico, normalmente
cuando la nanoparticula es expuesta a radiacion, y/o como agente terapéutico, en particular en oncologia,
preferentemente cuando la nanoparticula es expuesta a radiaciones, en particular radiaciones ionizantes.

El término “radiacion” se refiere a radiacion ionizante y no ionizante. La radiacion no ionizante incluye ondas de radio,
microondas, infrarrojos y luz visible. Normalmente, la radiacion ionizante incluye luz ultravioleta, rayos X y rayos
gamma.

Los términos “tratamiento” y “terapia” se refieren a cualquier accion llevada a cabo para corregir funciones anormales,
prevenir enfermedades, mejorar los signos patolégicos, tales como, en particular, una reduccion en el tamario o el
desarrollo de un tejido anormal, en particular de un tumor, un control de dicho tamafio o dicho desarrollo, una supresion
o destruccion de células o tejidos anormales, una ralentizacion del avance de la enfermedad, una estabilizacion de
una enfermedad con retraso de la progresion del cancer, una reduccion en la formacion de metastasis, una regresion
de una enfermedad o una remision completa (en el contexto del cancer, por ejemplo), etc.

Sin entrar en consideraciones tedricas particulares, los inventores creen que la combinacién de reivindicaciones de
materiales metalicos y de 6xido de hafnio puede ser responsable, en el contexto de la terapia, para el depdsito eficiente
de energia dentro de la estructura del tumor, cuando las nanoparticulas son activadas por radiaciones.

Normalmente, tras una inyeccion intravenosa, el efecto de la permeacion y la retencion mejoradas (“EPR”) sera
responsable de la acumulacion pasiva de las nanoparticulas en el sitio del tumor. Tras la activaciéon de nanoparticulas
por las radiaciones, el deposito de energia potenciara la perfusién tumoral y, en consecuencia, favorecera aun mas la
penetracion intratumoral de las nanoparticulas. La penetracion intratumoral potenciada de las nanoparticulas
(biodisponibilidad intratumoral de las nanoparticulas) potenciara la actividad de terapéutica de las nanoparticulas de
la invencion (Figura 2).

Por ende, un objeto particular de la invencion se basa en el uso de una nanoparticula segun la presente invencion
para preparar una composicion farmacéutica prevista para alterar, destruir o eliminar células diana en un animal,
cuando dichas células son expuestas a radiaciones, en particular a radiaciones ionizantes, y en los métodos
correspondientes.

Las células diana pueden ser células patoldgicas cualesquiera, es decir, células implicadas en un mecanismo
patoldgico; por ejemplo, células proliferativas, tales como células tumorales, células estenosantes (fibroblastos/células
de musculos lisos), o células del sistema inmunitario (huesos de células patolégicas). Una aplicacion preferida se basa
en el tratamiento (por ejemplo, la destruccion o la alteracion funcional) de células o tejidos malignos.

Cualquier realizacion particular de la invencion versa sobre el uso de composiciones o nanoparticulas segun se define
en lo que antecede para producir una composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer, cuando las
nanoparticulas son expuestas a radiaciones, en particular a radiaciones ionizantes.

La presente divulgacion abarca, ademas, el uso de las nanoparticulas y/o las composiciones de la invencion para
prevenir o tratar un cancer o para paliar los sintomas de un cancer en un animal, cuando las células son expuestas a
radiaciones, en particular a radiaciones ionizantes.

El tratamiento clasico del cancer implica sistematicamente la concurrencia de tratamientos multimodales (por ejemplo,
combinacién de radioterapia y quimioterapia).

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria sometidas a radiaciones, en particular en el contexto de la
radioterapia, pueden ser usadas en asociacion con un protocolo diferente de terapia del cancer. Tal protocolo puede
ser seleccionado entre el grupo constituido por cirugia, radiocirugia, quimioterapia, un tratamiento que comprende la
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administracion de uno o varios citostaticos, citotoxicos, una terapia dirigida, una vacuna, radiontclidos, en particular
immunoradionuclidos, y cualquier otro producto bioldgico o inorganico pensado para tratar el cancer.

La invencidon puede ser usada para tratar cualquier tipo de tumor maligno, tal como tumores o tumores malignos
hematoldgicos, y tumores solidos, en particular de origen epitelial, neuroectodérmico o mesenquimal. Ademas, pueden
usarse nanoparticulas para tratar una lesién premaligna o una enfermedad benigna especifica para que la
clasicamente se usa y/o se indica una terapia de radiacion.

La invencion es aplicable, en el contexto de la terapia, a tumores primarios, o invasiones secundarias, metastasis
locales-regionales o distantes, asi como en el contexto de la profilaxis para evitar la implicacion del sistema nervioso
central en una malignidad secundaria, tal como las invasiones observadas (metastasis) de melanoma, cancer de
pulmoén, cancer de rifién, cancer de mama, etc.

Las nanoparticulas pueden ser usadas en cualquier momento en todo el periodo del tratamiento anticanceroso.
Pueden ser administradas, por ejemplo, como neoadyuvante (antes de la intervencion quirirgica para la exéresis de
un cancer) o como adyuvante (después de la cirugia).

Las nanoparticulas también pueden ser usadas para tumores avanzados que no puedan ser extirpados
quirdrgicamente.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria estan pensadas para ser usadas, en particular, para tratar
canceres en los que la radioterapia es un tratamiento clasico. Tal cancer puede seleccionarse, en particular, del grupo
constituido por cancer de piel, incluyendo neoplasias malignas asociadas con el SIDA, melanoma; tumores del sistema
nervioso central, incluyendo los de cerebro, tronco del encéfalo, cerebelo, pituitaria, canal espinal, ojo y orbita; tumores
de cabeza y cuello; canceres de pulmodn; canceres de mama; tumores gastrointestinales tales como canceres de
higado y tracto hepatobiliar, canceres de colon, recto y anal, cancer de estémago, pancreas, es6fago; tumores
genitourinarios masculinos, como canceres de prostata, testiculos, pene y uretra; tumores ginecolégicos como del
cuello uterino, el endometrio, el ovario, las trompas de Falopio, la vagina y el cancer de vulva; tumores suprarrenales
y retroperitoneales; sarcomas de hueso y tejidos blandos independientemente de la localizacién; linfoma; mieloma;
leucemia; y tumores pediatricos, como el tumor de Wilm, el neuroblastoma, los tumores del sistema nervioso central,
el sarcoma de Ewing, etc.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria pueden ser usadas ahora, ademas, en el contexto de
radioterapia, en la que su uso permite una disminucién de la dosis de radioterapia mientras se mantiene su eficacia
en la destruccion de células tumorales.

Bajo el efecto de radiaciones ionizantes, en particular rayos X, rayos gamma, isétopos radiactivos y/o haces de
electrones, las nanoparticulas son excitadas y producen electrones y/o fotones de alta energia. Esos electrones y/o
fotones de alta energia emitidos tras la ionizacion seran responsables de lesiones directas y/o indirectas de las células,
a través de la generacion de radicales libres, y, en Ultimo término, de la destruccion de las células, dando lugar a un
mejor resultado para el paciente.

Asi, dependiendo de la energia de las radiaciones ionizantes, las nanoparticulas pueden permitir la destruccion de
tejidos y/o, simplemente, una visualizacion para la formacion de imagenes y/o con fines diagnosticos.

Las particulas pueden ser excitadas en un amplio intervalo de dosis total de radiacion.

Se definen cantidades y programas (planificacion y administracion de irradiaciones en una sola dosis, o en el contexto
de un protocolo fraccionado o hiperfraccionado, etc.) para cualquier enfermedad/sitio anatomico/fase de la
enfermedad/estado del paciente/edad del paciente (nifios, adultos, ancianos), y constituyen el estandar de atencion
para cualquier situacion especifica.

La irradiacion puede ser aplicada en cualquier momento tras la administraciéon de las nanoparticulas, en una o mas
ocasiones, usando cualquier sistema actualmente disponible de radioterapia o radiografia.

Segun se ha indicado previamente, las radiaciones o fuentes de excitacion apropiadas son, preferentemente,
radiaciones ionizantes, y pueden ser seleccionadas ventajosamente entre el grupo constituido por rayos X, rayos
gamma, haces de electrones, haces de iones e isétopos radiactivos o emsiones de radiois6topos. Los rayos X son
una fuente particularmente preferida de excitacion.

Las radiaciones ionizantes son normalmente de aproximadamente 2 KeV a aproximadamente 25.000 KeV, en
particular de aproximadamente 2 KeV a aproximadamente 6000 KeV (fuente LINAC), o de aproximadamente 2 KeV a
aproximadamente 1500 KeV (tal como una fuente de cobalto 60).

En general, y de forma no restrictiva, los siguientes rayos X pueden ser aplicados en diferentes casos para excitar las
particulas:

— rayos X superficiales de 2 a 50 keV: para excitar las nanoparticulas cercanas a la superficie (penetracion de
unos milimetros);
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— rayos X de 50 a 150 keV: en diagnostico, pero también en terapia;
— rayos X (ortotension) de 200 a 500 keV, que pueden penetrar un grosor de tejido de 6 cm;

— rayos X (megatension) de 1000 keV a 25.000 keV. Por ejemplo, la excitacion de nanoparticulas para el
tratamiento del cancer de préstata puede llevarse a cabo a través de cinco rayos X enfocados con una energia
de 15.000 keV.

Alternativamente, pueden usarse is6topos radiactivos como fuente de radiacion ionizante (denominado curioterapia o
braquiterapia). Pueden usarse con ventaja, en particular, yodo 1'% (t 2 = 60,1 dias), paladio Pd'® (t "2 = 17 dias),
cesio Cs'¥ e iridio Ir'%2,

También pueden usarse particulas cargadas tales como haces de protones, haces de iones tales como de carbono,
en particular haces de iones de alta energia, como fuente de radiacion ionizante y/o haces de neutrones. También
pueden usarse haces de electrones como fuente de radiacion ionizante con una energia comprendida entre 4 MeV y
25 MeV.

Podria usarse una fuente especifica de irradiaciéon monocromatica para generar selectivamente radiacion de rayos X
a una energia cercana o correspondiente al borde deseado de absorcion de rayos X de los atomos que constituyen el
material metalico o del elemento hafnio.

Preferentemente, las fuentes de radiaciones ionizantes pueden ser seleccionadas entre fuentes de acelerador lineal
(LINAC), cobalto 60 y braquiterapia.

En el campo de los diagndsticos, las nanoparticulas de la invencién pueden ser usadas como agentes de contraste,
para detectar y/o visualizar cualquier tipo de tejido. Asi, un objeto de la invencién versa sobre el uso de nanoparticulas,
tales como las definidas en lo que antecede, para la deteccion y/o la visualizacion de células, tejidos u érganos, siendo
las nanoparticulas bioinertes como tales y activables (es decir, utilizables como agentes de diagndstico) cuando son
expuestas a radiaciones generadas en particular por dispositivos radiograficos.

La presente divulgacién proporciona, ademas, equipos de reactivos que comprenden una cualquiera de las
nanoparticulas o composiciones descritas en la presente memoria, asi como combinaciones de las mismas.
Normalmente, el equipo de reactivos comprende al menos nanoparticulas segun la presente invencion, normalmente
una suspension de las mismas. Generalmente, el equipo de reactivos comprende, ademas, uno o mas recipientes
llenos con uno o mas de los ingredientes descritos en la presente memoria de las composiciones de la invencion.
Puede proporcionarse un aviso de etiquetado, asociado con tal recipiente o tales recipientes, que proporciona
instrucciones para usar los productos para el uso de las nanoparticulas, o composiciones segun los presentes
métodos.

Otros aspectos y otras ventajas de la invencion resultaran evidentes en los siguientes ejemplos, que son dados con
fines de ilustracion y no a modo de limitacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis de cristalitas de oro

Se obtienen cristalitas de oro por reduccion de cloruro de oro (HAuCl4) con citrato sédico en solucién acuosa. El
protocolo se adapté de G. Frens Nature Physical Science 241 (1973) 21.

En un experimento tipico, la solucion de HAuCl, es calentada hasta hervir. Subsiguientemente, se afiade una solucién
de citrato sédico. La solucion resultante se mantuvo bajo ebullicion durante un periodo adicional de 5 minutos.

El tamafo de la cristalita puede ser ajustado modificando cuidadosamente la proporcion entre citrato y precursor de
oro (véase la Tabla 1).

A continuacion, las suspensiones asi preparadas de cristalitas de oro se lavaron con agua y se concentraron usando
un dispositivo de ultrafiltracion (célula agitada Amicon modelo 8400 de Millipore) con una membrana de celulosa de
30 kDa, al menos con una concentracion de oro igual o superior a 1 g/L. El contenido de oro se determina mediante
ICP-MS.

Las suspensiones resultantes son filtradas finalmente a través de un filtro de membrana de corte de 0,22 ym
(membrana PES de Millipore) bajo una campana laminar y almacenadas a 4°C.

El tamafio de las cristalitas de oro es determinado usando microscopia electronica de transmision (TEM) contando
mas de 200 particulas. Se establecen histogramas y se documentan la media y la desviacion tipica.

Tabla 1: Cristalitas de oro tipicas obtenidas de la reduccién de cloruro de oro con citrato sédico. El tamano
puede ser ajustado modificando la proporcion entre citrato y precursor de oro

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2720481 T3

Muestras Tamafio de la cristalita | Sintesis

Citrato HAuCl4
Cristalita de oro-15 | 15+2 nm 20 mL 30 mL 500 mL 0,25 mM
Cristalita de oro-30 | 32+10 nm 7,5mL40 mM 500 mL 0,25 mM
Cristalita de oro-60 | 60+10 nm 2 mL 85 mM 500 mL 0,25 mM

Ejemplo 2: Suspension de nanoparticulas que comprende un material de oro cubierto, al menos en parte, con
material de 6xido de hafnio

Se afiade una solucién de hidréxido de tetrametilamonio (TMAOH) a una solucién de cloruro de hafnio (HfCls). Se lleva
a cabo la adicion de la solucion de TMAOH hasta que el pH de la suspension final alcanza un pH comprendido entre
7 y 13. Se obtiene un precipitado blanco.

La suspension de cristalitas de oro del Ejemplo 1 es afiadida lentamente al precipitado blanco con un mezclado
vigoroso.

El precipitado resultante es transferido, ademas, a un autoclave y calentado a una temperatura comprendida entre
100°C y 300°C. Tras enfriar, la suspension se lava con agua. Se lleva a cabo una etapa de peptizacion para obtener
una suspension estable de nanoparticulas que comprende material de oro al menos parcialmente embebido en
material de 6xido de hafnio.

A continuacion, se afiade una suspension de hexametafosfato sédico a la solucion peptizada y se ajusta el pH de la
suspension a un pH comprendido entre 6 y 8.

Ejemplo 3: Nanoparticulas de oro recubiertas con un “agente conector” que favorece la adhesion entre el
metal y el material de 6xido de hafnio

Se mezcldé una suspension de 10 mL de nanoparticulas de oro con diametro medio de 60nm a una concentracion
[Au]=0,1 g/L con una solucion de mercaptopropiltrietoxisilano (MPTS) en etanol (EtOH). El pH de la suspensién asi
obtenida se ajustd a 8 < pH < 10 con una solucién basica. A continuacion, la mezcla fue calentada en hornillo a una
temperatura T 290°C.

Ejemplo 4: Nanoparticulas que comprenden oro recubierto con un “agente conector” cubierto, al menos en
parte, con un material de 6xido de hafnio o completamente embebido en el mismo: conjunto de tipo
nucleo@envoltura Au@HfO2

Se usaron suspensiones de nanoparticulas de oro recubiertas con MPTS como un “agente conector” del Ejemplo 3.
Normalmente, se afiadieron lentamente 500uL de una solucién de cloruro de hafnio (HfCls) de 20g/L a 5ml de una
suspension de nanoparticulas de oro recubiertas con MPTS como agente conector. El pH disminuy6 rapidamente
hasta un pH < 2. A continuacion, fue ajustadoa 2 <pH <4,4 <pH <8 0 a 8 < pH =< 10 con una solucién basica. Un
pH acido, neutro o basico permite modular la cristalinidad de las cristalitas de 6xido de hafnio. A continuacion, las
soluciones asi obtenidas fueron incubadas en un hornillo, primero a una temperatura 50°C < T < 100°C, luego a T
2100°C en un autoclave. Segun se muestra por TEM (Figura 6), se obtiene una estructura de nanoparticula de
nucleo@envoltura Au@HfO-.

Ejemplo 5: Patrones de difraccion electronica de nanoparticulas que comprenden oro cubiertas, al menos en
parte, con material de 6xido de hafnio (Au@HfO2) o completamente embebidas en el mismo

Para determinar la estructura cristalina de las nanoparticulas asi preparadas, se efectué una difraccion electronica en
dos muestras: nanoparticulas de oro del Ejemplo 1 (Figura 4) y un conjunto de tipo Au@HfO- de nanoparticulas de
oro y material de 6xido de hafnio del Ejemplo 4 (Figura 5).

Para las nanoparticulas de oro del Ejemplo 1, la estructura cristalina encontré coincidencias con una estructura CFC
con un parametro de reticula aexperimenta=3,984A (Figura 4).

Para un conjunto de tipo ndcleo@envoltura Au@HfO, de nanoparticulas de oro y material de 6xido de hafnio del
Ejemplo 4 (Figura 5), el patron de difraccion electronica muestra puntos correspondientes a distancias interreticulares
de estructura cristalina CFC de oro: d111, d2oo, d220 y d311. Se observa un patrén adicional de difraccion. La indexacion
muestra tres distancias interreticulares principales: 2,798A, 1,599A y 1,316A, que pueden ser atribuidas a planos de
difraccién de la estructura cristalina monoclinica de HfO, con a=5,12A, b=5,18A, c=5,25A y B=98° (referencia: HfO,
00-006-0318) y que se corresponde con d111, d-311 Y d-223, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

Nanoparticula que comprende un material metalico cubierto, al menos parcialmente, con un material de 6xido de
hafnio o embebido en el mismo para ser usada en un mamifero, preferentemente en un ser humano, como agente
terapéutico, en particular en oncologia, cuando la nanoparticula es expuesta a una radiacion, seleccionandose
el material metalico entre oro (Au), plata (Ag), platino (Pt), paladio (Pd), estafio (Sn), tantalio (Ta), iterbio (Yb),
circonio (Zr), hafnio (Hf), terbio (Tb), tulio (Tm), cerio (Ce), disprosio (Dy), erbio (Er), europio (Eu), holmio (Ho),
hierro (Fe), lantano (La), neodimio (Nd), praseodimio (Pr), lutecio (Lu) y mezclas de los mismos, y estando
protegido al menos un 80% del material metalico de cualquier interaccion con un material biolégico por el material
de 6xido de hafnio.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun la reivindicacion 1 en la que el
material metalico es una cristalita metalica o un agregado de cristalitas metalicas.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun la reivindicacion 2, comprendiendo
la nanoparticula una o varias cristalitas metalicas.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, comprendiendo la nanoparticula varias cristalitas de éxido de hafnio o agregados
de cristalitas de 6xido de hafnio.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la que la maxima dimensiéon de una cristalita metalica se encuentra entre
aproximadamente 2 nm y aproximadamente 100 nm y la maxima dimensién de una cristalita de 6xido de hafnio
se encuentra entre aproximadamente 5 nm y aproximadamente 50 nm.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la que la maxima dimension de una nanoparticula se encuentra entre 10 nm vy
250 nm.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la que el material metalico esta recubierto con un agente que favorece la
adhesion entre el metal y el material de 6xido de hafnio.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la que el material metalico y/o el material de 6xido de hafnio esta(n) unido(s)
con moléculas de farmaco.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun la reivindicacion 8 en el que cada
molécula de farmaco comprende una porcién escindible que permite la liberacion de la molécula de farmaco
cuando la nanoparticula es expuesta a un estimulo especifico.

Nanoparticula para ser usada como agente terapéutico en un mamifero segun una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la que el material de 6xido de hafnio esta recubierto con un material
biocompatible seleccionado entre un agente que presenta una propiedad de indetectabilidad, un agente que
permite la interaccion con una diana bioldgica, y una combinacién de los mismos.

Composicion que comprende una nanoparticula que comprende un material metalico cubierto, al menos
parcialmente, con un material de 6xido de hafnio o embebido en el mismo segun se describe en una cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Nanoparticula que comprende un material metalico completamente cubierto con un material de 6xido de hafnio
o0 embebido en el mismo para ser usada en un mamifero, preferentemente en un ser humano, como agente
diagnéstico, cuando la nanoparticula es expuesta a una radiacion, seleccionandose el material metalico entre
oro (Au), plata (Ag), platino (Pt), paladio (Pd), estafio (Sn), tantalio (Ta), iterbio (Yb), circonio (Zr), hafnio (Hf),
terbio (Tb), tulio (Tm), cerio (Ce), disprosio (Dy), erbio (Er), europio (Eu), holmio (Ho), hierro (Fe), lantano (La),
neodimio (Nd), praseodimio (Pr), lutecio (Lu) y mezclas de los mismos.

13



ES 2720481 T3

FIGURA 1
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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Referencia:

Nanoparticulas de oro del ejemplo 1:

FIGURA 4A
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Referencia: nanoparticulas de oro con estructura CFC para determinar LA:

Diametro (cm) dhw (A) L
D1 2,5 d111 2,354 2,982
D2 2,9 d2oo 2,039 2,991
D3 4,1 d2o 1,442 2,980
D4 4,8 d311 1,229 2,949

2,975

Indexacién para nanoparticulas de oro del ejemplo 1:

Diametro (cm) L dnw (A) Atribucion
D1 2,6 2,975 2,266 d111
D2 29 2,975 2,035 d200
D3 4,3 2,975 1,399 d220
D4 4,7 2,975 1,279 dsi
Estructura CFC
de oro
FIGURA 4B
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FIGURA 5A

Indexacion para nanoparticulas de oro@HfO, del ejemplo 4:

Diametro dn experi- dhk Atribucion dhu Atribucion
(cm) mental (A) (Au) (Au) (HfO,) (HfO,)
D1 | 21 2,798 2,820 di1q
D2 | 2,5 2,356 2,354 di11
D3 | 2,9 2,035 2,039 daoo
D4 | 3,7 1,599 1,600 d.311
D5 | 4,3 1,399 1,442 dsop 1,410 d.321
D6 | 4,5 1,316 1,318 d.223
D7 | 4,9 1,226 1,229 daqy 1,237 d_411
Estructura Estructura monocli-
CFC de oro nica de oxido de
hafnio
FIGURA 5B
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FIGURA 6
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