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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden nanoparticulas de 6xido de Hafnio (IV) u 6xido de Renio (IV) en combinacién con
radiaciones ionizantes para tratar el cancer

La presente descripcion se refiere a nanoparticulas inorganicas activables que se pueden usar en el sector sanitario,
en particular en la salud humana, para perturbar, alterar o destruir células cancerosas, tejidos u érganos objetivo. Mas
en particular, se refiere a nanoparticulas que pueden generar un efecto terapéutico sorprendentemente eficaz cuando
se concentran dentro del tumor y se exponen a radiaciones ionizantes. La descripcion también se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden una poblacién de nanoparticulas como se definieron previamente, asi
COMO a SuUsS USOS.

Antecedentes

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y supuso 7,6 millones de muertes (alrededor
del 13% de todas las muertes) en 2008 (Organizacién Mundial de la Salud). El cancer es un término genérico para un
gran grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Otros términos usados son los tumores
malignos y las neoplasias. El cancer es el crecimiento y la diseminacion descontrolada de células anormales. El
crecimiento a menudo invade el tejido circundante, y puede metastatizar hacia lugares distantes. Las metastasis son
la causa principal de la muerte por cancer. Se prevé que las muertes por cancer continien aumentando en todo el
mundo, con una estimacion de 13,1 millones de muertes en 2030.

El tratamiento del cancer requiere una seleccion cuidadosa de una o mas intervenciones, tales como cirugia,
radioterapia y/o quimioterapia. El objetivo es curar la enfermedad o prolongar considerablemente la vida, y a la vez
mejorar la calidad de vida del paciente.

Se han usado radiaciones de diversas formas, tales como rayos X, rayos gamma, rayos UV, luz laser, microondas,
haces de electrones, asi como haces de particulas, por ejemplo, de neutrones, iones de carbono y protones, para
tratar las enfermedades malignas. Algunas de dichas radiaciones se han usado en tales aplicaciones en combinacion
con agentes radiosensibilizantes. Las radiaciones electromagnéticas e ionizantes son capaces, de hecho, de romper
la molécula de ADN de la célula, y de ese modo impiden que dicha célula crezca y se divida. Este efecto se puede
explicar por la accion de particulas u ondas que crearan una ionizacion que libera electrones y radicales libres que se
desplazan dentro de un volumen definido, y que generaran un depdsito de energia en este volumen.

El documento US 7.367.934 B2 se refiere a un método para mejorar el efecto de las radiaciones dirigidas a un tejido
0 una poblacién de células en un animal. Este método comprende una etapa de administraciéon de una cantidad de
nanoparticulas metalicas a dicho animal para alcanzar una concentracion en dicho tejido o dicha poblacién de células
del animal de al menos alrededor del 0,1% de metal en peso; y después una etapa de irradiacion del animal con una
radiacion dirigida a dicho tejido o dicha poblaciéon de células, en la que dicha radiacion esta en forma de rayos X de
alrededor de 1 keV a alrededor de 25.000 keV.

El documento WO 2011/127061 A1 se refiere a un método para mejorar el efecto de la radiacion dirigida a un tejido o
una poblacion de células, que comprende las etapas de: (1) administrar a un animal una cantidad de particulas de Z
elevado, y las particulas de Z elevado comprenden una molécula de seleccién del objetivo con una afinidad por un
tejido objetivo o una poblacién de células objetivo y un elemento de Z elevado; y (2) posteriormente irradiar el tejido
objetivo o la poblacion de células objetivo con radiaciones ionizantes; en el que las particulas de Z elevado se
administran al animal en una cantidad suficiente para alcanzar una concentracion en el tejido objetivo o la poblacion
de células objetivo de menos del 0,05% de metal en peso.

Los inventores proporcionan en la presente memoria una estrategia nueva y potente para usar sus nanoparticulas
(descritas mas adelante en la presente memoria), que son capaces de conseguir una alteracion o destruccion muy
eficaz de las células cancerosas objetivo en combinacién con radiaciones ionizantes, cuando dichas nanoparticulas
se seleccionan y se concentran de manera adecuada dentro de la localizacién del cancer objetivo, como se demuestra
en la presente memoria.

Sumario de la invenciéon

Los inventores proporcionan ahora una composicion ventajosa que comprende particulas inorganicas para el uso en
el tratamiento del cancer, en particular una composicién que permite la destruccion de mas de alrededor del 30%,
preferiblemente mas de alrededor del 44% o mas de alrededor del 47%, incluso mas preferiblemente mas de alrededor
del 70%, de células cancerosas en un volumen tumoral de un sujeto (evaluacion de la respuesta histoldgica), o que
induce al menos mas de un 20% de reduccién del tamafio tumoral (evaluacion de la respuesta anatémica) en un sujeto,
o que induce al menos mas de un 20% de disminucién del SUV (valor de captacion estandarizado) de '8F-FDG del
tumor (evaluacion de la respuesta metabdlica) en un sujeto, cuando el tumor de dicho sujeto se expone a radiaciones
ionizantes.

Una vez administrado, el volumen (Vc) de la composicion de la invencion ocupa entre un 2 y un 50% del volumen
tumoral (Vt). Cada nanoparticula inorganica de la composicion tiene un volumen (Vin) que tiene una densidad de
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electrones de al menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1) correspondiente de agua. En la
presente memoria se reivindica una composicion que comprende nanoparticulas inorganicas, en la que la composicion
tiene un volumen (Vc) que es de entre un 2,5% y un 15% de un volumen tumoral (Vt), el material inorganico de las
nanoparticulas es 6xido de hafnio (1V) (HfO2) u 6xido de renio (IV) (ReOy), y las nanoparticulas proporcionan mas de
7x10?%2 electrones al volumen tumoral (Vt), para el uso en el tratamiento del cancer en un sujeto humano que tiene un
tumor solido maligno de volumen Vt induciendo la destruccion de mas del 70% de las células cancerosas en el tumor
solido de volumen Vt (respuesta tumoral histoldgica) o induciendo una contraccion de mas del 20% del tumor sélido
de volumen Vit (respuesta tumoral anatdomica), y la composicion se administra de manera intratumoral al sujeto
humano, y el tumor de dicho sujeto se expone a radiaciones ionizantes.

En un aspecto particular, en la presente memoria se describe un método para inducir en un sujeto que padece un
cancer (i) la destruccion de mas del 30% de las células cancerosas en un volumen tumoral o (ii) al menos mas de un
20% de reduccion del tamafio tumoral. Este método comprende:

- administrar en un sujeto que padece un cancer una composicion que comprende nanoparticulas inorganicas, y
cada una de dichas nanoparticulas inorganicas tiene un volumen (Vin) que tiene una densidad de electrones de al
menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1) correspondiente de agua, y

- exponer al tumor (tejido objetivo o poblacion de células objetivo) del sujeto a radiaciones ionizantes,

por lo que se induce (i) la destruccion de mas del 30% de las células cancerosas en un volumen tumoral o (ii) al menos
mas de un 20% de reduccién del tamafio tumoral cuando el volumen (Vc) de dicha composicion ocupa entre un 2 y un
50% del volumen tumoral (Vt).

El presente documento describe ademas el uso de nanoparticulas inorganicas para preparar una composicion para
inducir en un sujeto que padece un cancer (i) la destruccion (respuesta patoldgica) de mas de alrededor del 30%,
preferiblemente mas de alrededor del 44% o 47%, incluso mas preferiblemente mas de alrededor del 70%, de células
cancerosas en un volumen tumoral o (ii) al menos mas del 20% de reduccion del tamafio tumoral (contraccion tumoral),
cuando el volumen (Vc) de dicha composicion ocupa entre un 2 y un 50% del volumen tumoral (Vt) y cuando el tumor
se expone a radiaciones ionizantes, en el que cada nanoparticula inorganica tiene un volumen (Vin) que tiene una
densidad de electrones de al menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1) correspondiente de agua.

En un aspecto preferido, dicho volumen de la composicion (Vc) tiene una densidad de electrones de al menos un 3%
de la densidad de electrones del volumen 2 (Vw2) correspondiente de agua, e incluso mas preferiblemente dichas
nanoparticulas inorganicas proporcionan mas de 3x10?? electrones, preferiblemente mas de 7x10%2 electrones, a la
masa tumoral.

En un aspecto preferido adicional, estas nanoparticulas inorganicas proporcionan mas de 3x10?? electrones,
preferiblemente mas de 7x1022 electrones a la masa tumoral. En otro aspecto preferido, el volumen de la composicion
(Vc) (de manera ventajosa adicionalmente) tiene una densidad de electrones de al menos un 3% de la densidad de
electrones del volumen 2 (Vw2) correspondiente de agua (Figura 1).

Los resultados presentados por primera vez en el contexto de la presente invencién demuestran ahora que una
composicion que comprende nanoparticulas inorganicas de elevada densidad de electrones que ocupa entre un 2y
un 50% del volumen tumoral son capaces de inducir al menos mas de alrededor del 30%, preferiblemente mas de
alrededor del 44% o 47%, incluso mas preferiblemente mas de alrededor del 70% de destruccién de células
cancerosas cuando las nanoparticulas inorganicas proporcionan al menos preferiblemente mas de 3x1022 electrones,
por ejemplo mas de alrededor de 3,2x10?%? electrones, preferiblemente mas de 7x10%? electrones a la masa tumoral.
Cada nanoparticula de la composicion tiene de manera ventajosa una densidad de electrones al menos 5 veces la
densidad de electrones de la misma nanoparticula compuesta de moléculas de agua.

Descripcion detallada de la invencién
NANOPARTICULA INORGANICA
TAMANO

En el espiritu de la invencion, el término "nanoparticula" se refiere a un producto, en particular un producto sintético,
con un tamanio en el intervalo de nanémetros, en general entre 1 nm y 500 nm.

El término "cristalito" se refiere en la presente memoria a un producto cristalino. El tamario del cristalito y su estructura
y composicion se pueden analizar a partir de un difractograma de rayos X.

La expresion "agregado de cristalitos" se refiere a un ensamblaje de cristalitos unidos entre si fuertemente, en general
de manera covalente.

La nanoparticula descrita en la presente memoria es en general un cristalito y/o un agregado de cristalitos.

Las expresiones "tamario de la nanoparticula" y "mayor tamafio de la nanoparticula" se refieren en la presente memoria
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a la "mayor dimension de la nanoparticula” o "diametro de la nanoparticula". Se puede usar la microscopia electrénica
de transmision (TEM) para medir el tamafio de la nanoparticula. También se puede usar la dispersion de luz dinamica
(DLS) para medir el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas en disolucién. Se pueden usar adicionalmente estos
dos métodos uno después del otro para comparar las medidas del tamafio y confirmar dicho tamafio. Un método
preferido es DLS (Ref. Norma Internacional 1SO22412, Andlisis del Tamafio de Particulas - Dispersion de Luz
Dinamica, Organizacion Internacional de Normalizacion (1ISO) 2008).

La mayor dimension de una nanoparticula definida en la presente memoria es en general de entre alrededor de 5 nm
y alrededor de 250 nm, preferiblemente entre alrededor de 10 nm y alrededor de 100 nm o alrededor de 200 nm,
incluso mas preferiblemente entre alrededor de 20 nm y alrededor de 150 nm.

FORMA

Como la forma de la particula puede influir en su "biocompatibilidad", se prefiere una particula que tenga una forma
bastante homogénea. Por razones farmacocinéticas, se prefieren las nanoparticulas que son de forma basicamente
esférica, redonda u ovoide. Tal forma favorece ademas la interaccién de las nanoparticulas con las células, o la
captacion por parte de las células. Se prefiere especialmente una forma esférica o redonda.

En general, la mayor dimensioén es el diametro de una nanoparticula de forma redonda o esférica, o la mayor longitud
de una nanoparticula de forma ovoide u ovalada.

COMPOSICION/ESTRUCTURA

El material inorganico de la nanoparticula presente en la composicion descrita en la presente memoria tiene
preferiblemente una densidad (aparente) tedrica de al menos 7, y se puede seleccionar de cualquier material que
exhiba esta propiedad e identificado en la tabla de Constantes Fisicas de Compuestos Inorganicos que aparece en la
pagina 4-43 del Handbook of Chemistry and Physics (David R. Lide, redactor jefe, 882 edicion, 2007-2008).

El material inorganico que constituye la nanoparticula es preferiblemente un material que tiene un nimero atémico
efectivo (Zes) de al menos 25, preferiblemente al menos 40 o 41, mas preferiblemente al menos 50 o 51, mas
preferiblemente al menos 60, 61, 62 o incluso 63.

El nimero atdomico efectivo es una expresion que es similar al nimero atémico, pero se usa para compuestos (p.€j.
agua) y mezclas de diferentes materiales (tales como tejido y hueso), en vez de para atomos. El nimero atémico
efectivo calcula el nimero atdmico medio para un compuesto o0 mezcla de materiales. Se abrevia como Ze.

El nimero atémico efectivo se calcula tomando la proporcion fraccionaria de cada atomo del compuesto y
multiplicandola por el nimero atémico del atomo. La formula para el nimero atémico efectivo, Ze, es la siguiente:

Zep = "F X TP+ fo X (22)* + frg % (222 + ..
en la que
fa es la fraccion del niumero total de electrones asociados a cada elemento, y
Zn es el numero atémico de cada elemento.

El nimero atémico (también conocido como nimero de protones) es el nimero de protones hallados en el nicleo de
un atomo. Se representa tradicionalmente mediante el simbolo Z. El nimero atémico identifica de manera exclusiva
un elemento quimico. En un atomo de carga neutra, el nimero atémico es igual al nimero de electrones. Un ejemplo
es el agua (H20), que esta constituida por dos atomos de hidrégeno (Z=1) y un atomo de oxigeno (Z=8). El nimero
total de electrones es 1+1+8 = 10. La fraccion de electrones que corresponde a los dos hidrégenos es 2/10, y la
fraccion de electrones que corresponde al Unico oxigeno es (8/10). El Z¢s del agua es, por lo tanto:

Zor = "\[0,2x 129 + 0,8 x 8294 = 7,42
Zs participa en la capacidad de absorcion de radiaciones incidentes de las nanoparticulas.

El material inorganico que constituye la nanoparticula se selecciona en general de un 6xido, un metal, un sulfuro y
cualquier mezcla de los mismos.

Cuando el material inorganico que constituye la nanoparticula es un 6xido, este 6xido se selecciona de manera
ventajosa de 6xido de cerio (IV) (CeOy), oxido de neodimio (Ill) (Nd203), 6xido de samario (lll) (Sm203), 6xido de
europio (Ill) (Eu203), 6xido de gadolinio (1) (Gd203), 6xido de terbio (lll) (Tb203), 6xido de disprosio (l1) (Dy203), 6xido
de holmio (Ho203), 6xido de erbio (Er.03), 6xido de tulio (Ill) (Tm203), 6xido de iterbio (Yb20s3), 6xido de lutecio (lu203),
oxido de hafnio (V) (HfO-), 6xido de tantalio (V) (Ta20s), 6xido de renio (IV) (ReOy), 6xido de bismuto (Ill) (Bi-O3). En
el contexto de la presente invencion, también se puede usar una mezcla de o6xidos inorganicos para preparar la
nanoparticula de la invencion.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2734493 T3

Cuando el material inorganico que constituye la nanoparticula es un metal, este metal se selecciona de manera
ventajosa de 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. En el contexto de la presente descripcion,
también es posible una mezcla de metales. También se puede usar una mezcla de un éxido inorganico y de un metal
para preparar la nanoparticula descrita en la presente memoria.

Cuando el material inorganico que constituye la nanoparticula descrita es un sulfuro, este sulfuro es preferiblemente
sulfuro de plata (Ag2S).

DENSIDAD DE ELECTRONES

La densidad de electrones del material que constituye la nanoparticula (cristalitos o agregados de cristalitos) es el
numero de electrones por volumen de material expresado en electrones/cm?® (e-/cm3).

La densidad de electrones se calcula mediante el uso de la ecuacion siguiente:
P e-material = Omaterial X € material
En la que

i. P ematerial cOrresponde a la densidad de electrones del material que constituye la nanoparticula, expresada como el
numero de electrones por cm? (e/cm?3);

ii. dmateriar cOrresponde a la densidad (aparente) tedrica del material que constituye la nanoparticula (véase la tabla
de Constantes Fisicas de Compuestos Inorganicos, pagina 4-43, en el Handbook of Chemistry and Physics; David R.
Lide, redactor jefe, 882 edicion, 2007-2008) y se expresa en g/cm?;

iii. emateria cOrresponde al numero de electrones por gramo de material que constituye la nanoparticula (véase, por
ejemplo, la Tabla 5.1 de la pagina 63, en The Physics of Radiation Therapy, cuarta edicién, Faiz M. Khan 2010), y se
expresa en electrones/g (e’/g).

Cuando el material inorganico que constituye la nanoparticula es un metal, el numero de electrones por gramo de
cualquier elemento metalico se puede calcular mediante el uso de la siguiente férmula:

No=NxZ/A
No = ndmero de electrones por gramo del elemento
N = numero de Avogadro
Z = numero atémico del elemento
A = peso atéomico del elemento
Por ejemplo:
- para el elemento oro, el nimero de electrones por gramo es No = 6,022x10% x 79 / 196,96 = 2,41x10%
- para el elemento plomo, el niUmero de electrones por gramo es No = 6,022x102% x 82 / 207,2 = 2,38x10%
- para el elemento hierro, el nimero de electrones por gramo es No = 6,022x1023 x 26 / 55,845 = 2,80x10%3

Por ejemplo, para una nanoparticula de oro (GNP) esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad de electrones
de las nanoparticulas es 13,9 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua (es decir, una
esfera de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

Po-gnp _ denp X € oyp 19,3 X 2,41 x 102

Pe—agua  agua X € agua 1,0 X 3,34 %1023

=139

Por ejemplo, para una nanoparticula de hierro esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad de electrones de
las nanoparticulas es 6,6 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua (es decir, una esfera
de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

- 23
Pe-hnierroNP _ dhierroNP X € hierroNp _ 7,87 x2,80 x10

Pe-agua dagua X € agua 1,0 X 3,34x1023

=6,6

Cuando el material inorganico que constituye la nanoparticula es en general un 6xido o un sulfuro, el nimero de
electrones por gramo de cualquier material que constituye la nanoparticula se puede calcular mediante el uso de la
siguiente formula

5



10

15

20

25

30

35

40

ES 2734493 T3

€ material = N % (5 Zelemento) / M
€ material = NUMero de electrones por gramo del material que constituye la nanoparticula
N = numero de Avogadro
Zeiemento = NUMero atémico de cada elemento que constituye el material
M = Peso molecular del material que constituye la nanoparticula
Por ejemplo:
- Para las moléculas de agua, el nimero de electrones por gramo es € agua = 6,022x102% x (1+1+8) / 18 = 3,34 x10%3

- Para un material de éxido de hafnio, el nimero de electrones por gramo es e rro2 = 6,022x102% x (72+8+8) / 210,49
=2,52x10%8

- Para un material de éxido de bismuto, el nimero de electrones por gramo es esi203 = 6,022x1023 x (83+83+8+8+8)
/ 465,96 = 2,45x1023

- Para un material de Oxido de tantalio, el nimero de electrones por gramo es e7a205s = 6,022x10%3 x
(73+73+8+8+8+8+8) / 441,9 = 2,53 x10%3

- Para un material de 6xido de cerio, el nimero de electrones por gramo es e ceoz = 6,022x10%3 x (58+8+8) / (172,12)
=2,59x10%

Por ejemplo, para una nanoparticula de 6xido de hafnio (HfO) esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad
de electrones de las nanoparticulas es 7,3 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua (es
decir, una esfera de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

Pe-tifoz _ Auroz X € nroz 9,7 X 2,52 x 1073

Pe—agua  dagua X € agua 1,0 X 334X 105

7,3

Por ejemplo, para una nanoparticula de 6xido de bismuto (Bi»-O3) esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad
de electrones de las nanoparticulas es 6,5 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua (es
decir, una esfera de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

Pe-pizos _ Apizos X € pizos 8,24 X 2,53 X 10%*

= =65
Pe—agua  Qagua X € agua 1,0 x 3,34 x 1023

Por ejemplo, para una nanoparticula de 6xido de tantalio (Ta2Os) esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad
de electrones de las nanoparticulas es 6,25 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua
(es decir, una esfera de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

Pe-Taz05 _ Araz0s X € 1a205 _ 8,9 X 2,45x 10%°

= = 6,25
Pe-agua dagua X € qgua 1,0 X 3,34 x 1023

Por ejemplo, para una nanoparticula de 6xido de cerio (CeO;) esférica con un diametro igual a 100 nm, la densidad
de electrones de las nanoparticulas es 5,6 veces la densidad de electrones del volumen correspondiente de agua (es
decir, una esfera de diametro igual a 100 nm rellena de moléculas de agua).

Pe-ceoz _ dceoz X € ceon 7,2 X 2,59 x 107

Peagua  dagua X € agua L0 X 3,34x 1023

5,6

REVESTIMIENTO BIOCOMPATIBLE

En una realizacién preferida, la nanoparticula usada en el contexto de la presente invencién para preparar una
composicion de interés se puede revestir con un material biocompatible seleccionado de un agente que exhibe una
propiedad de circulacion prolongada. De hecho, cuando las nanoparticulas de la presente invencion se administran a
un sujeto por medio de una via intravenosa (IV), es especialmente ventajoso un revestimiento biocompatible con un
material seleccionado de un agente que exhibe la propiedad de circulacién prolongada para optimizar la biodistribucion
de las nanoparticulas. Dicho revestimiento es responsable de la denominada "propiedad de circulaciéon prolongada”
de la nanoparticula.

Un agente que exhibe propiedades de circulacion prolongada puede ser un agente que tiene un grupo estérico. Tal un
grupo se puede seleccionar, por ejemplo, de polietilen glicol (PEG); poli(6xido de etileno); poli(alcohol vinilico);
poliacrilato; poliacrilamida (poli(N-isopropilacrilamida)); policarbamida; un biopolimero; un polisacarido tal como
dextrano, xilano y celulosa; colageno; un compuesto dipolar, tal como polisulfobetaina; etc.
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En otra realizacion preferida, las nanoparticulas se pueden revestir con un material biocompatible seleccionado de un
agente que permite la interaccidon con un objetivo biolégico. Tal agente puede proporcionar, en general, una carga
positiva o negativa en la superficie de la nanoparticula. Esta carga se puede determinar mediante medidas del
potencial zeta, llevadas a cabo en general en suspensiones de nanoparticulas cuya concentracion varia entre 0,2 y
10 g/L, estando las nanoparticulas suspendidas en un medio acuoso con un pH comprendido entre 6 y 8.

Un agente que forma una carga positiva sobre la superficie de la nanoparticula puede ser, por ejemplo,
aminopropiltrietoxisilano o polilisina. Un agente que forma una carga negativa sobre la superficie de la nanoparticula
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.

Un revestimiento biocompatible completo de la nanoparticula o agregado puede ser ventajoso, en particular en el
contexto intravenoso (IV), para evitar la interaccion de la superficie de la particula con cualquier elemento de
reconocimiento (macréfago, opsoninas, etc.). El "revestimiento completo" implica la presencia de una compactibilidad
muy elevada de moléculas biocompatibles capaces de crear al menos una monocapa completa en la superficie de la
particula.

El revestimiento biocompatible posibilita en particular la estabilidad de la nanoparticula en un fluido, tal como un fluido
fisiolégico (sangre, plasma, suero, etc.), cualquier medio isotdénico o medio fisioldgico, por ejemplo medios que
comprenden glucosa (5%) y/o NaCl (0,9%), que es necesario para una administraciéon farmacéutica.

La estabilidad se puede confirmar mediante la cuantificacion de un extracto seco mediante el uso de un horno de
secado, y medirlo en una suspension de nanoparticulas antes y después de una filtracién, en general en un filtro de
0,22 0 0,45 ym.

De manera ventajosa, el revestimiento conserva la integridad de la particula in vivo, asegura o mejora la
biocompatibilidad de la misma, y facilita una funcionalizacién opcional de la misma (por ejemplo, con moléculas
espaciadoras, polimeros biocompatibles, agentes de seleccion del objetivo, proteinas, etc.).

SELECCION DEL OBJETIVO

Una nanoparticula particular descrita en la presente memoria puede comprender ademas un agente de seleccion del
objetivo que permita su interaccion con un elemento de reconocimiento presente en la célula objetivo. Tal agente de
seleccion del objetivo actua en general una vez que las nanoparticulas se acumulan en el sitio objetivo. El agente de
seleccion del objetivo puede ser cualquier estructura biolégica o quimica que muestre 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, siARN, tARN, 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 de
hormonas, un receptor de citocinas o un receptor de factores de crecimiento. Dichos agentes de seleccion del objetivo
se pueden seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en LHRH, EGF, un folato, anticuerpo anti-B-FN, E-
selectina/P-selectina, anticuerpo anti-IL-2Ra, GHRH, etc.

COMPOSICION

Otro objetivo particular descrito en la presente memoria se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
nanoparticulas tales como las definidas anteriormente en la presente memoria, preferiblemente junto con un portador
o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un objetivo tipico descrito en la presente memoria es una composicion que induce en un sujeto mamifero que tiene
un tumor, preferiblemente en un sujeto humano que tiene un tumor, (i) la destruccion de mas del 30% de células
cancerosas en un volumen tumoral o (ii) al menos mas de un 20% de reduccion del tamafio tumoral cuando el volumen
(Vc) de dicha composicion ocupa entre un 2 y un 50% del volumen tumoral (Vt), y cuando el tumor se expone a
radiaciones ionizantes, en la que la composicién comprende nanoparticulas inorganicas que tienen un volumen (Vin)
que tienen una densidad de electrones de al menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1)
correspondiente de agua.

En una realizacion tipica, el volumen del tumor del mamifero es de entre 3 cm?® (3 cc) y 5000 cm?® (5000 cc).

La composicion puede estar en forma de un sélido, liquido (particulas en suspension), aerosol, gel, pasta, y similares.
Las composiciones preferidas estan en forma liquida o en forma de gel. Las composiciones especialmente preferidas
estan en forma liquida.

El vehiculo que se emplea puede ser cualquier soporte clasico para la persona experta, tal como, por ejemplo, una
solucidn salina, isotonica, estéril, disolucion tamponada, una disolucién portadora no acuosa, y similares.

La composicion también puede comprender estabilizantes, edulcorantes, tensioactivos, polimeros y similares.

Se puede formular, por ejemplo, como una ampolla, aerosol, botella, comprimido, capsula, mediante el uso de técnicas
de formulacién farmacéutica conocidas por la persona experta.
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En general, la composicién, en forma liquida o en forma de gel, comprende entre alrededor de 0,05 g/L y alrededor de
450 g/L de nanoparticulas, entre alrededor de 0,05 g/L y alrededor de 150 g/L de nanoparticulas, preferiblemente al
menos alrededor de 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, 350 g/L 0 400 g/L de nanoparticulas.

La concentracién de nanoparticulas en la composicion se puede medir mediante el extracto seco. Un extracto seco se
mide de manera ideal tras una etapa de secado de la suspensién que comprende las nanoparticulas en un horno de
secado.

ViA DE ADMINISTRACION

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria se pueden administrar al sujeto mediante el uso de diferentes
vias posibles, tales como por via local (intratumoral (IT), intraarterial (IA)), subcutanea, intravenosa (IV), intradérmica,
por las vias respiratorias (inhalacion), por via intraperitoneal, intramuscular, intraarticular, intratecal, intraocular u oral
(per os), preferiblemente mediante el uso de la via IT, IV o |A.

Se pueden llevar a cabo inyecciones o administraciones repetidas de nanoparticulas, cuando sea adecuado.
TUMOR SOLIDO

La invencion se puede usar para tratar cualquier tipo de tumor sélido maligno, en particular de origen epitelial,
neuroectodérmico o mesenquimatoso, asi como tumores linfaticos. Las nanoparticulas también se pueden usar para
tumores en estadio avanzado que no se pueden eliminar quirdrgicamente.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria estan destinadas en particular al uso para tratar el cancer cuando
la radioterapia es un tratamiento clasico o es el tratamiento mas adecuado para un sujeto particular, o cuando la
radioterapia podria estar indicada. Tal cancer se puede seleccionar en particular del grupo que consiste en cancer de
piel, que incluye las neoplasias malignas asociadas al SIDA, melanoma; cancer escamoso; tumores del sistema
nervioso central, que incluyen de cerebro, cerebelo, hipdfisis, médula espinal, bulbo raquideo, ojo y orbita; tumores de
cabeza y cuello; canceres de pulmodn; canceres de mama; tumores gastrointestinales, tales como canceres de higado
y del tracto hepatobiliar, canceres de colon, recto y anal, cancer de estdmago, pancreas, esofago; tumores
genitourinarios masculinos, tales como canceres de préstata, testiculos, pene y uretra; tumores ginecoldgicos, tales
como canceres de cuello uterino, endometrio, ovario, trompa de Falopio, vagina y vulva; tumores suprarrenales y
retroperitoneales; sarcomas de hueso y tejidos blandos, independientemente de la localizacién; y tumores pediatricos,
tales como tumor de Wilm, neuroblastoma, tumores del sistema nervioso central, sarcoma de Ewing, etc.

EVALUACION DEL VOLUMEN TUMORAL (Vt) ANTES DEL TRATAMIENTO

La imagenologia del volumen tumoral incluye la radiografia, tomografia computarizada (CT), imagenologia de
resonancia magnética (MRI), ultrasonidos (US), tomografia computarizada de emisiéon de foton unico (SPECT), y
tomografia de emision de positrones (PET), como conoce la persona experta. Todas esas técnicas se usan para
evaluar el volumen tumoral. CT y MRI son los procedimientos usados con mas frecuencia para la planificacion del
tratamiento.

MRI usa la potencia de radiofrecuencia en presencia de un campo magnético intenso para perturbar los protones, en
el agua o en las cadenas de acidos grasos, y para permitir que produzcan a su vez una sefial de radiofrecuencia. Esta
sefial se puede registrar mediante el uso de bobinas receptoras. Se pueden aplicar gradientes durante la aplicacion
del pulso de radiofrecuencia o durante la recepcion de esta sefial para codificarla espacialmente y crear un mapa de
la sefial en el cuerpo. Las caracteristicas del tejido, tales como T1, T2, la susceptibilidad magnética, y las frecuencias
resonantes producidas por la grasa, el agua, y otros compuestos se pueden detectar en la imagen.

La imagenologia de tomografia computarizada (CT) se basa en la absorcion variable de rayos X en diferentes tejidos,
y proporciona una imagenologia transversal. El origen de la palabra "tomografia" es la palabra griega "tomos", que
significa "porcion" o "seccion" y "grafos" que significa "dibujo". Un sistema de imagenologia CT produce imagenes
transversales de los huesos y tejidos blandos dentro del cuerpo. Las imagenes de CT se pueden combinar para crear
imagenes en 3D.

EVALUACION DEL VOLUMEN DE LA COMPOSICION (Vc) DENTRO DEL VOLUMEN TUMORAL

Las nanoparticulas de la presente invenciéon estan compuestas por un material de elevada densidad de electrones.
Son intrinsecamente radio-opacas (es decir, absorben los rayos X) y se pueden visualizar facilmente cuando se usa
en general radiografia y tomografia computarizada.

Se puede calcular el volumen de la composicion (Vc) dentro del volumen tumoral (Vt) mediante el uso de la técnica de
imagenologia de tomografia computarizada (CT). Las nanoparticulas usadas para preparar la composicion crearan un
contraste notable en las imagenes de CT debido a la diferencia de densidad de electrones entre el tejido tumoral y las
nanoparticulas.

El numero Hounsfield es un valor normalizado del coeficiente de absorcion de rayos X calculado de un pixel (elemento
8
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grafico) en un tomograma computarizado, expresado en unidades Hounsfield (HU), en el que el nimero de CT del aire
es -1000 (HU = -1000) y el del agua es cero (HU=0). Para las nanoparticulas inorganicas con una densidad de
electrones elevada, la separacion entre los tejidos y las nanoparticulas se da en general alrededor de valores de HU
de 120 o 150. Por encima de valores de HU en general de 120 o 150 hasta 200, no se pueden hallar mas densidades
de tejidos blandos.

Asi, se puede calcular el volumen de la composicién (Vc) - el volumen ocupado por las nanoparticulas (HU en general
por encima de 120 o 150).

La Figura 2 muestra imagenes de CT tipicas de un tumor con presencia de nanoparticulas de densidad elevada
(compuestas de un material de 6xido de hafnio). En esta figura, se inyectd una suspension acuosa de nanoparticulas
(compuestas de un material de 6xido de hafnio) directamente en el tumor (administracién intratumoral). No se ha
demostrado un escape de nanoparticulas de la masa tumoral (< 10%) tras la inyeccion de las mismas, y se ha
demostrado la persistencia de dichas nanoparticulas dentro de la estructura tumoral (L. Maggiorella et al. Nanoscale
radiotherapy with hafnium oxide nanoparticles. Future Oncology, 2012, 8(9);1167-1181).

En general, el volumen de la composicion (Vc) ocupa entre un 2% y un 55% del volumen tumoral. Mas preferiblemente,
el volumen de la composicion ocupa entre un 2% y 50%, 2% y 45%, 2% y 40%, 2% y 35%, 2% y 30%, 2% y 25%, e
incluso mas preferiblemente entre un 2%, 2,5%, 3% 0 5% y 20%, 15% o 10% del volumen tumoral.

CALCULO DE LA DENSIDAD DE ELECTRONES EN EL VOLUMEN OCUPADO POR LAS NANOPARTICULAS, ES
DECIR, EL VOLUMEN DE LA COMPOSICION (Vc) DENTRO DEL VOLUMEN TUMORAL

La densidad de electrones del volumen de la composicion (Vc) se calcula mediante el uso de una curva de calibracion
establecida mediante el uso de un escaner de CT.

En una primera etapa, se calcula el volumen de la composicion (Vc) - el volumen ocupado por las nanoparticulas (HU
en general por encima de 120 o 150 o 200).

En una segunda etapa, dentro del volumen calculado (Vc), se establece un histograma que corresponde a la
distribucién de valores de HU en general por encima de 120 o 150 o 200. El histograma representa las apariciones de
voxeles relacionados con valores de HU especificos por encima de un umbral especifico, en general 120 HU o 150
HU o 200 HU. El valor de HU medio para la distribucion de nanoparticulas se obtiene mediante el uso de la siguiente
ecuacion:

HU medio = ~ (HU x aparicion) / X apariciones

Se usa una curva de calibracion en la que el numero Hounsfield (HU) se representa respecto de una concentracion
incrementada de las nanoparticulas en una suspension o en un gel. Se presenta un ejemplo tipico de curva de
calibracion para nanoparticulas de oro con un tamafio que oscila de 15 nm hasta 105 nm (GNPs) en la Figura 3.

A partir de la curva de calibracion, se calcula una concentracion media de nanoparticulas (Xmegia €n g/L).
En una tercera etapa, se calcula el volumen de nanoparticulas (Vne = 3 Vin) dentro de Vc como sigue:
Ve (€m?®) = Xmedia X VC (cmMP) / dmateriat (9/cm®) / 1000 (cmd)

Después se usa la siguiente ecuacion para calcular la densidad de electrones (nimero de electrones por volumen) del
volumen de la composicion:

P e-c = [(VC-VNP) D e-agua + VNP % P e-material] / VC
En la que,
pe-c = densidad de electrones del volumen de la composicién (nimero de electrones por cm?);
Pe-agua = densidad de electrones del agua
Pe-material = densidad de electrones del material que constituye la nanoparticula

Debido a la ausencia de pérdida de nanoparticulas desde la masa tumoral tras la inyeccion local de la suspension de
nanoparticulas, el volumen de la composicién corresponde al volumen de la suspension de nanoparticulas que se ha
inyectado en el tumor; y la concentracion media de nanoparticulas en el volumen de la composicion corresponde a la
concentracion de la suspension de nanoparticulas que se ha inyectado en el tumor.

CALCULO DE LA CANTIDAD DE ELECTRONES PROPORCIONADA POR LAS NANOPARTICULAS AL VOLUMEN
TUMORAL

La cantidad de electrones proporcionada por las nanoparticulas se calcula mediante el uso de la siguiente ecuacion
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Cantidad de electrones = Vinp (cm3) X p e-material
FUENTES DE RADIOTERAPIA

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria se pueden usar en muchos campos, especialmente en la
medicina humana o veterinaria. Las nanoparticulas y las composiciones descritas en la presente memoria son
preferiblemente para el uso en un animal, preferiblemente en un mamifero (por ejemplo, en el contexto de la medicina
veterinaria), incluso mas preferiblemente en un ser humano, como agente terapéutico, en particular en oncologia,
preferiblemente cuando la nanoparticula se expone a radiaciones ionizantes. Las radiaciones ionizantes incluyen en
general los rayos X, rayos gamma, rayos UV, haces de electrones, asi como haces de particulas, por ejemplo,
neutrones, iones de carbono y protones.

En un aspecto particular, la presente descripcion se refiere a un método para inducir en un sujeto que padece un
cancer (i) la destruccién de mas de alrededor del 30%, por ejemplo mas de alrededor del 35%, 40%, 44% o 45%,
preferiblemente mas de alrededor del 47%, por ejemplo mas de alrededor del 50%, 55%, 60%, 65% y 68%, incluso
mas preferiblemente mas de alrededor del 70% de células cancerosas en un volumen tumoral, o (ii) al menos un 15%,
20%, preferiblemente mas de un 20% de reduccién del tamafio tumoral, que comprende:

- administrar a un sujeto una composicion que tiene un volumen (Vc) que ocupa entre un 2 'y un 50% del volumen
tumoral (Vt), y dicha composicion comprende nanoparticulas inorganicas, y cada nanoparticula inorganica tiene un
volumen (Vin) que tiene una densidad de electrones al menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1)
correspondiente de agua; y

- exponer al tumor del sujeto a radiaciones ionizantes.

En un aspecto preferido, el volumen de la composicion (Vc) tiene una densidad de electrones de al menos un 3% la
densidad de electrones del volumen 2 (Vw2) correspondiente de agua. Incluso mas preferiblemente, las nanoparticulas
inorganicas proporcionan al menos preferiblemente mas de 3x10?? electrones, por ejemplo mas de alrededor de
3,2x10%? electrones, preferiblemente mas de 7x10%? electrones a la masa tumoral.

Bajo el efecto de las radiaciones ionizantes, en particular los rayos X, rayos gamma, is6topos radiactivos y/o haces de
electrones, las nanoparticulas se activan, o, en otras palabras, se excitan, y producen electrones y/o fotones de alta
energia. Esos electrones y/o fotones de alta energia emitidos tras la ionizacién se implicaran en el dafio celular directo
y/o indirecto, posiblemente por medio de la generacion de radicales libres, y finalmente en la destruccion de las células,
lo que proporciona un mejor resultado para el paciente. Sorprendentemente, los inventores descubrieron que la
densidad de electrones elevada de cada nanoparticula junto con la cantidad de electrones proporcionada por las
nanoparticulas a la masa tumoral son responsables de una eficacia notablemente incrementada de la radioterapia.

Las particulas se pueden excitar dentro de un gran intervalo de dosis total de radiacion.

Las cantidades y calendarios (planificacion y administracion de irradiaciones, cualquiera que sea la dosis fraccionada,
el esquema de administracion fraccionada, la dosis total sola o en combinacion con otros agentes antineoplasicos,
etc.) se define para cualquier enfermedad/sitio anatémico/estadio de la enfermedad del paciente/edad del paciente
(paciente infantil, adulto, anciano), y constituye el tratamiento de referencia para cualquier situacion especifica.

La irradiaciéon se puede aplicar en cualquier momento tras la administracién de las nanoparticulas, en una o mas
ocasiones, mediante el uso de cualquier sistema disponible en la actualidad de radioterapia o radiografia.

Como se indicé previamente, las radiaciones o fuentes de excitacion adecuadas son preferiblemente las radiaciones
ionizantes, y se pueden seleccionar de manera ventajosa del grupo que consiste en rayos X, rayos gamma, haces de
electrones, haces de iones e is6topos radiactivos o emisiones de radioisotopos. Los rayos X son una fuente
especialmente preferida de excitacion.

Las radiaciones ionizantes son en general de alrededor de 2 KeV a alrededor de 25000 KeV, en particular de alrededor
de 2 KeV a alrededor de 6000 KeV (es decir, 6 MeV) (fuente LINAC), o de alrededor de 2 KeV a alrededor de 1500
KeV (tal como una fuente de cobalto 60).

En general y de una manera no limitante, se pueden aplicar los siguientes rayos X en diferentes casos para excitar las
particulas:

- Rayos X superficiales de 2 a 50 keV: para excitar nanoparticulas cercanas a la superficie (penetracion de unos
cuantos milimetros);

- Rayos X de 50 a 150 keV: en el diagndstico, pero también en la terapia;
- Rayos X (ortovoltaje) de 200 a 500 keV que pueden penetrar en un grosor de tejido de 6 cm;

- Rayos X (megavoltaje) de 1000 keV a 25.000 keV.
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De manera alternativa, se pueden usar isétopos radiactivos como fuente de radiacion ionizante (denominado
curieterapia o braquiterapia). En particular, se puede usar de manera ventajosa yodo 1'% (t2 = 60,1 dias), paladio
Pd'%3 (t2 = 17 dias), cesio Cs'¥, estroncio 8°Sr (t12 = 50,5 dias), samario '®3Sm (t% = 46,3 horas), e iridio Ir'%2.

También se pueden usar particulas cargadas, tales como haces de protones, haces de iones tales como carbono, en
particular haces de iones de alta energia, como fuente de radiacion ionizante y/o haces de neutrones.

También se pueden usar haces de electrones como fuente de radiacion ionizante con una energia comprendida entre
4 MeV 'y 25 MeV.

Se podria usar una fuente de irradiacion monocromatica especifica para generar selectivamente radiacion de rayos X
a una energia cercana o que corresponda al limite de absorcion de rayos X deseado de los atomos que constituyen
el material metalico.

De manera preferente, las fuentes de radiaciones ionizantes se pueden seleccionar de un acelerador lineal (LINAC),
Cobalto 60 y fuentes de braquiterapia.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA DEL TUMOR OBJETIVO
Evaluacién del tamario tumoral (criterios de respuesta anatémicos)

El estudio del cambio de la masa tumoral es una caracteristica importante de la evaluacion clinica de la terapia del
cancer: tanto la contraccion tumoral (respuesta objetivo) como la progresion de la enfermedad son criterios de
valoracion utiles en los ensayos clinicos.

El uso de la regresion tumoral (reduccion del tamafio tumoral) como criterio de valoracion significativo para cribar los
agentes nuevos en busca de indicios de un efecto anti-tumoral esta apoyado por afios de indicios, lo que sugiere que,
para muchos tumores sdlidos, los agentes que producen una contraccion tumoral en una proporcion de pacientes
tienen una probabilidad razonable (aunque imperfecta) de mostrar posteriormente una mejora en la supervivencia total
o la calidad de vida, ambos criterios de referencia para medir el beneficio clinico.

En 1981, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé por primera vez los criterios de respuesta tumoral. Se
publicaron criterios nuevos, conocidos como RECIST (Criterios de Evaluacion de la Respuesta en Tumores Sélidos),
en 2000 y 2009. En los criterios de respuesta tumoral mencionados anteriormente, se usan técnicas de imagenologia
tales como CT, MRI, u otras tecnologias para la evaluacién del tamafio tumoral.

Evaluacién del porcentaje (%) de destruccion de células cancerosas

Se usa un examen histolégico para detectar las células cancerosas residuales en general tras la terapia preoperatoria.
En la actualidad, se puede llevar a cabo la evaluacion de la respuesta patoldgica de la lesion primaria mediante el uso
de la definicion empleada en los ensayos clinicos, tal como, y no exhaustivamente, los criterios japoneses de respuesta
patoldgica, la clasificacion de Andersen, la clasificacion GEPARDO, y la clasificacion NSABP B18.

Imagenologia molecular (criterios de respuesta metabdlica)

Entre varias aproximaciones deseadas de imagenologia molecular para la monitorizacion del tratamiento, tales como
MRI con realce de contraste dinamico, MRI por difusién, espectroscopia MR, imagenologia 6ptica y ultrasonidos con
realce de contraste, el mas usado clinicamente es PET con el analogo de glucosa '8F-FGD (tomografia de emision de
positrones con (18)fluorodesoxiglucosa).

Se observé menos o ninguna disminucion en la captacion de '®F-FGD en el tumor como signo de ausencia de
respuesta tumoral. Los tumores con una disminucion continuada de la captacion de '®F-FGD a lo largo del tiempo
fueron los que mas probablemente tuvieron respuestas patolégicas completas mediante histologia al final de la terapia.
La captacion tumoral de '8F-FGD también disminuyé mas rapidamente que el tamafio tumoral con un tratamiento
eficaz.

Se pueden considerar dos aproximaciones basicas para estudiar los cambios metabdlicos del tratamiento: cualitativo
y cuantitativo. Para el analisis cuantitativo, el SUV (valor de captacion estandarizado) es la medida usada de manera
generalizada para estudiar la acumulacion tisular de los marcadores. El SUV se puede normalizar respecto de la masa
corporal, la masa corporal magra (SUL) o el area de superficie corporal. En general, el porcentaje de disminucion del
SUV tumoral se puede usar como método de cuantificacion para estudiar la respuesta del tumor objetivo a la terapia.
Sin embargo, también se pueden usar determinaciones del SUV absoluto.

Marcadores moleculares para monitorizar la respuesta tumoral al tratamiento

Se puede usar la medida de marcadores secretados especificamente por las células cancerosas en la sangre para
monitorizar la respuesta tumoral a la terapia. En ciertos tumores malignos, que incluyen los canceres de prostata,
ovario, y tiroides, se usan los marcadores tumorales (antigeno especifico de prostata, CA125, y tiroglobulina) para
monitorizar la respuesta tumoral al tratamiento.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734493 T3

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

Se pueden usar las nanoparticulas descritas en la presente memoria sometidas a radiaciones, en particular en el
contexto de la radioterapia, junto con los diferentes protocolos de terapia contra el cancer. Tal protocolo se puede
seleccionar del grupo que consiste en cirugia, radiocirugia, quimioterapia, un tratamiento que comprende la
administracion de agente(s) citostatico(s), citotoxico(s), una terapia selectiva, una inmunoterapia, radionuclidos, en
particular inmunorradionuclidos, y cualquier otro producto bioldgico o inorganico destinado a tratar el cancer.

Otros aspectos y ventajas de la invencion seran mas evidentes en los siguientes ejemplos, que se proporcionan con
fines ilustrativos y no como limitacion.

Figuras

La FIGURA 1 muestra que, una vez administrado, el volumen (Vc) de la composicion de la invencion ocupa entre un
2 y un 50% del volumen tumoral (Vt). Cada nanoparticula inorganica de la composicién tiene un volumen (Vin) que
tiene una densidad de electrones de al menos 5 veces la densidad de electrones del volumen 1 (Vw1) correspondiente
de agua. Estas nanoparticulas inorganicas proporcionan al menos preferiblemente mas de 3x10?? electrones, por
ejemplo mas de alrededor de 3,2x10?? electrones, preferiblemente mas de 7x10%? electrones a la masa tumoral. El
volumen de la composicion (Vc) (ademas) tiene una densidad de electrones de al menos un 3% la densidad de
electrones del volumen 2 (Vw2) correspondiente de agua.

La FIGURA 2 muestra la distribucion y la dispersion a lo largo del tiempo de una suspension biocompatible de
nanoparticulas de HfO, tras la inyeccion intratumoral en ratones suizos atimicos que tenian un tumor HCT116. Se ha
llevado a cabo una tomografia computarizada del tumor 2 y 15 dias tras la inyeccion.

La FIGURA 3 muestra la atenuacion de rayos X en funcion de la concentracion de oro para nanoparticulas de oro con
un tamafio igual a 15 nm (Oro-15), 30 nm (Oro-30), 60 nm (Oro-60), 80 nm (Oro-80) y 105 nm (Oro-105).

Valor de HU en funciéon de [Au] (g/L) de Oro-15: rombos
Valor de HU en funcion de [Au] (g/L) de Oro-30: cuadrados
Valor de HU en funciéon de [Au] (g/L) de Oro-60: triangulos
Valor de HU en funcion de [Au] (g/L) de Oro-80: aspas
Valor de HU en funcién de [Au] (g/L) de Oro-105: cruces

La FIGURA 4 muestra el % de destruccion celular (examen patoldgico postoperatorio) tras el tratamiento en el
momento de la cirugia. Se observé mas del 70% de destruccion celular por paciente que habia recibido la suspension
de nanoparticulas de alta densidad de electrones inyectada de manera intratumoral en la masa tumoral, de forma que
la cantidad de electrones proporcionada por las nanoparticulas a la masa tumoral es mas de 7 x 10%2,

La FIGURA 5 muestra la distribucion y la dispersion a lo largo del tiempo (durante todas las sesiones de radioterapia:
2*25 Gy) de una suspension biocompatible de nanoparticulas de HfO, después de la inyeccién intratumoral en un
sujeto humano que tenia un sarcoma de tejidos blandos en una extremidad. Se ha llevado a cabo una tomografia
computarizada del tumor 1 dia (antes de la primera sesion de radioterapia) y 65 dias (después de todas las sesiones
de radioterapia, antes de la cirugia) tras la inyeccion. La reduccion del tamario tumoral (evolucién del volumen tumoral)
es del 53%.

Ejemplo

Una composicién que comprende nanoparticulas de 6xido de hafnio con una concentracion igual a 53 g/L se inyecta
de manera intratumoral en pacientes con sarcoma de tejidos blandos avanzado en las extremidades. El volumen de
inyeccion corresponde al 2,5% del volumen tumoral inicial. Los pacientes recibieron 50 Gy de radioterapia durante 5
semanas, y después se sometieron a la extirpacion del tumor.

La siguiente tabla resume
+ El volumen tumoral inicial (cm3);

» El volumen de la composicion, que es el volumen de la suspension de nanoparticulas (compuestas de un material

de oxido de hafnio) que se ha inyectado de manera intratumoral y corresponde al 2,5% del volumen tumoral inicial
3\-

(Cm )1

» La concentracion de nanoparticulas, igual a 53 g/L;

* La densidad de electrones de cada nanoparticula (con un volumen Vin) con respecto a la densidad de electrones
de la misma nanoparticula (con un volumen Vw1) compuesta de moléculas de agua;
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Pe-tifoz _ Auroz X € nroz 9,7 X 2,52 x 1073

= =73
Pe-agua Qagua X € agua 1,0 X 3,34 X 1023

» Ladensidad de electrones del volumen de la composicién (Vc) con respecto a la densidad de electrones del mismo
volumen (Vw2) compuesto de moléculas de agua;

(VC - VHfOZ)pe—agua + VHfOZ X Pe-Hf02
Ve x Pe—agua

=1,034

» La cantidad de electrones proporcionada por las nanoparticulas a la masa tumoral;
Cantidad de electrones = Vkro2 (cm3) X p e-Hro2 (€—~/cm3)

* % de nanoparticulas en el tumor expresado como el peso de las nanoparticulas respecto del peso del tumor (p.€j.
0,13% se refiere a 0,13 g de nanoparticulas por 100 g de tumor).

Vt: Volumen tumoral (cm3) 55,0 55,0 95,9 158,0 212,0 476,0 1814,4
Vc: Volumen de la composicion (2,5% del volumen 14 14 24 40 53 11,9 45,0
tumoral) (cm3)

Xmedia: Concentracion media (g/L) 53,0 53,0 53,0 53,0 53,0 53,0 53,0
Densidad de electrones de cada nanoparticula con

respecto’a la densidad de electrpnes de la m|§ma pe_vin/ 73 73 73 73 73 73 73
nanoparticula compuesta de moléculas de agua: e-| p €vw1

densidad (Vin)/ e-densidad (Vw1)

Densidad de electrones del volumen de la 1,03442 | 1,03442 | 1,03442 | 1,03442 | 1,03442 | 1,03442 | 1,03442

composicion (Vc) con respecto a la densidad de

: pevc/
electrones del mismo volumen compuesto de o
moléculas de agua: e-densidad (Vc)/e-densidad Pew2l 349, 3,4% 3,4% 3,4% 3,4%

0, 0,
(Vw2) 3,4% 3,4%

cantidad de e- proporcionada por las nanoparticulas a
la masa tumoral

1,87E+22|1,87E+22|3,20E+22|5,27E+22|7,07E+22|1,59E+23|6,00E+23

% de nanoparticulas dentro del tumor expresado en

0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
peso de nanoparticulas respecto del peso del tumor 0,13% 0,13% 0,13% 0,13% 0,13% 0,13% 0,13%

% de destruccion de células cancerosas 44 47 10 55 93 72 93

La Figura 4 muestra el % de destruccion celular (examen patolégico postoperatorio) tras el tratamiento en el momento
de la cirugia. Se observé mas del 70% de destruccion celular por paciente que habia recibido la suspension de
nanoparticulas de alta densidad de electrones inyectada de manera intratumoral en la masa tumoral, de forma que la
cantidad de electrones proporcionada por las nanoparticulas a la masa tumoral es de al menos 7 x 10%2,

De manera interesante, el porcentaje (%) de nanoparticulas dentro del tumor expresado como el peso de las
nanoparticulas respecto del peso del tumor es igual al 0,13% (0,13% se refiere a 0,13 g de nanoparticulas por 100 g
de tumor). Este valor corresponde al 0,11% del elemento hafnio dentro del tumor (es decir, 0,11 g del elemento hafnio
por 100 g de tumor). Este % de nanoparticulas en peso no mejora notablemente la respuesta del tumor a la
radioterapia, a menos que la cantidad de electrones proporcionada por las nanoparticulas a la masa tumoral sea mayor
de 3 x 10?2, preferiblemente mayor de 7 x 10%.

Los resultados presentados en la presente memoria demuestran que solamente una composicion que comprende
nanoparticulas inorganicas de alta densidad de electrones (es decir, cada nanoparticula tiene una densidad de
electrones de al menos 5 veces la densidad de electrones de la misma nanoparticula compuesta de moléculas de
agua) que ocupa entre un 2 y un 50% del volumen tumoral son capaces de inducir mas del 44% o 47%, preferiblemente
mas del 70% de destruccion de células cancerosas cuando las nanoparticulas inorganicas proporcionan mas de 3 x
1022, preferiblemente mas de 7 x 10?2 electrones a la masa tumoral.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende nanoparticulas inorganicas, en la que la composicion tiene un volumen (Vc)
que es de entre un 2,5% y un 15% de un volumen tumoral (Vt), el material inorganico de las nanoparticulas es 6xido
de hafnio (IV) (HfO2) u 6xido de renio (IV) (ReOy), y las nanoparticulas proporcionan mas de 7x10%? electrones al
volumen tumoral (Vt), para el uso en el tratamiento del cancer en un sujeto humano que tiene un tumor sélido maligno
de volumen Vt induciendo la destruccion de mas del 70% de las células cancerosas en el tumor solido de volumen Vt
(respuesta tumoral histolégica) o induciendo una contraccion de mas del 20% del tumor sdélido de volumen Vt
(respuesta tumoral anatémica), y la composicion se administra de manera intratumoral al sujeto humano, y el tumor
de dicho sujeto se expone a radiaciones ionizantes.

2. Una composicién para el uso segun la reivindicacion 1, en la que el volumen (Vc) de la composicién es de
entre un 2,5% y un 10% del volumen tumoral (Vt).

3. Una composicion para el uso segun la reivindicacion 1, en la que el volumen (Vc) de la composicion es del
2,5% del volumen tumoral (Vt).

4. La composicion para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la mayor dimension de
una nanoparticula es de entre alrededor de 5 nm y alrededor de 250 nm.

5. La composicion para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicion es una
composicion farmacéutica en forma liquida o en forma de gel.

6. La composicion para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que las fuentes de

radiaciones ionizantes se seleccionan de rayos X, en general rayos X de entre 50 KeV y 6 MeV, haces de iones, haces
de electrones, rayos gamma, un isétopo radiactivo.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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masa tumoral

FIGURA 4
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