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DESCRIPCION
Nanoparticulas ultrafinas como agente de contraste multimodal
Sector de la técnica

La presente divulgacion se refiere a un nuevo uso de nanoparticulas ultrafinas como agente diagnéstico, terapéutico
o terandstico, caracterizado por el modo de administracion de las mismas por via respiratoria. La invencion se dirige
igualmente a las aplicaciones derivadas de este nuevo modo de administracion, particularmente para la formacion
de imagenes de los pulmones y el diagndstico o prondstico de patologias pulmonares. En el campo terapéutico, las
aplicaciones previstas son las de agentes radiosensibilizadores o radioactivos para radioterapia (y opcionalmente
curieterapia), para terapia con neutrones, agentes para fototerapia o termoterapia, particularmente para el
tratamiento de tumores de pulmén.

Estado de la técnica

A pesar de los considerables esfuerzos de investigacion, el cancer sigue siendo una de las principales causas de
mortalidad en el mundo (R. Siegel et al.. Cancer Statistics 2012, 2012, 62, 10-29). Entre los diferentes tipos de
cancer, el cancer de pulmén constituye la causa principal de las muertes por cancer (J. S. Guthi et al., Molecular
Pharmaceutics, 2009, 7, 32-40):

- se han calculado 1,4 millones de decesos mundiales al afo,
- latasa de supervivencia a los 5 afos es inferior al 15 %.

La baja supervivencia de los pacientes que padecen cancer de pulmén se debe principalmente a la ausencia de
herramientas para el diagndstico precoz y para vehiculizar localmente los agentes terapéuticos.

El uso de nanoparticulas como agente de contraste en formacién de imagenes médicas o como agente terapéutico
es conocido desde hace mas de dos décadas. En efecto, estas nanoparticulas presentan numerosas ventajas con
respecto a los compuestos moleculares:

permiten un enfoque multimodal (M. Lewin et al., Nat. Biotechnol., 2000, 18, 410-414),

- la deteccion mejora considerablemente debido a un nimero mayor de elementos activos por particulas, ademas,
en el contexto de la IRM, mejora también la eficacia por el ion Gd3* (P. Caravan, Chem. Soc. Rev., 2006, 35, 512-
523/ J. S. Ananta et al., Nat. Nano., 2010, 5, 815-821),

- se pueden injertar varias moléculas de un ligando particular por nanoparticula y/o combinar varios tipos de
ligandos por nanoparticulas a fin de aumentar la afinidad de las nanoparticulas por determinados tejidos o tipos
celulares en funcién de la aplicacion prevista (E. Garanger et al., Org. Biomol. Chem., 2006, 4, 1958-1964/Z.-H.
Jin et al., Molecular Cancer, 2007, 6, 41),

- su escala nanométrica les confiere propiedades nuevas y originales que se pueden utilizar en aplicaciones
biomédicas (E. Boisselier, D. Astruc, Chem. Soc. Rev., 2009, 38, 1759-1782 / C. Xu, S. Sun, Dalton Trans., 2009,
5583-5591 /P. Zrazhevskiy et al., Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 4326-4354),

- son rigidas y presentan poca interaccion con el medio bioldgico.

El enfoque multimodal, en particular, consiste en utilizar un conjunto de nanoparticulas que comprenden, cada una
de ellas, varios agentes de contraste moleculares. De este modo permite combinar no solo diferentes técnicas de
formacion de imagenes, sino también diferentes técnicas de terapia al reagrupar varios agentes activos en terapia en
una misma nanoparticula. Los agentes activos en formacion de imagenes y los agentes activos en terapia pueden
ser idénticos o diferentes entre si.

Este enfoque es particularmente adecuado para el desarrollo de medicamentos en terandstica. Particularmente, se
pueden afadir otras funciones de formacién de imagenes (luminiscencia, cintigrafia...), funciones terapéuticas
(liberacion de principios activos, radiosensibilizacion, curieterapia...) asi como funciones de vectorizacién bioldgica
para una concentracion de agentes terapéuticos en la zona de interés. Este enfoque permite especificamente prever
una terapia guiada por formacion de imagenes determinando precisamente el comportamiento del agente
terandstico en el cuerpo mediante su biodistribucion visualizada por formacién de imagenes. El agente terandstico
se puede activar después (por rayos X, y, neutrones, luz segun el tipo de agente) en el momento mejor (cuando la
concentracion es maxima en la zona por tratar y minima en los tejidos sanos).

La solicitud de patente WO 2009/053644 describe nanoparticulas basadas en lantanidos (gadolinio en particular) y el
uso de las mismas como agentes radiosensibilizadores. Divulga el uso de moléculas organicas en la superficie o en
el revestimiento de las nanoparticulas, a fin de mejorar especificamente la biodistribucion y favorecer las
concentraciones locales muy elevadas en las zonas tumorales.

La solicitud de patente WO 2011/135102 describe nanoparticulas ultrafinas con un diametro medio inferior a 5 nm,
con una matriz de poliorganosiloxano funcionalizada y que incluye complejos metalicos, por ejemplo de gadolinio, vy,
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si se requiere, otros agentes de contraste o radiosensibilizadores. Estas nanoparticulas ultrafinas presentan
propiedades multimodales particularmente interesantes en la formacién de imagenes médicas y en la terapia del
cancer. Tras una inyeccién intravenosa, se constata una excelente biodistribucién y una eliminacion renal rapida y
completa debido a su pequefio tamafio, lo que limita los riesgos de efectos secundarios o toxicos (F. Lux et al.,
Ange. Chem. Int. Ed., 2011, 123, 12507-12511).

El pulmén es un érgano Unico en el sentido de que se puede orientar selectivamente hacia él un agente diagndstico
o terapéutico por via intravenosa o por via respiratoria. No obstante, la administracién de nanoparticulas que se
pueden usar como agente de contraste se efectia convencionalmente mediante inyeccion intravenosa debido a los
riesgos de retencién a largo plazo en los pulmones (y, por tanto, de toxicidad asociada). (J. Roller et al.,
Nanomedicine, 2011, 7, 753-762 /R. Rossin et al., J. Nucl. Med., 2008, 49, 103-111).

En tomografia CT (computed tomography o tomografia computarizada), se ha descrito la administracion por
inhalacién de nanoparticulas basadas en elementos pesados (por ejemplo, oro (Cai, S. H. et al., Investigative
Radiology, 2007, 42, 797-806) y compuestos yodados (Aillon, et al., Molecular Pharmaceutics, 2010, 7, 1274-1282).
En formacién de imagenes por resonancia magnética (IRM), solamente se han utilizado agentes de contraste
negativos (nanoparticulas basadas en 6xidos de hierro (G. Huang et al., Chem., 2009, 19, 6367-6372)) por via
respiratoria por su baja toxicidad y su facilidad de sintesis y de funcionalizacion. No obstante, el uso de un agente de
contraste negativo no es 6ptimo para la formacion de imagenes del pulmén y el diagnéstico se podria mejorar
mediante el uso de agentes de contraste positivos.

Para la formacién de imagenes en fluorescencia, se han utilizado nanoparticulas con emisién cercana al infrarrojo
(NIR), tales como los puntos cuanticos (quantum dots), aunque su toxicidad inherente limita las aplicaciones clinicas
posibles en el futuro (A. Zintcheko et al., Molecular Therapy, 2009, 17, 1849-1856 / F-X. Blé et al. Magnetic
Resonance in Medicine 62:1164-1174 2009) describen la sintesis y el comportamiento in vivo de moléculas capaces
de marcar el moco a fin de estudiar los mecanismos de depuraciéon mucociliares. Muestran la ventaja de utilizar un
fluoréforo en el IR cercano asi como un agente de contraste T4 para sus macromoléculas. Este enfoque no permite
obtener una sefial IRM fuerte (4 Gd®* para moléculas de mas de 10 kDa) o, si no, es necesario utilizar polimeros de
dextrano con pesos moleculares mucho mas elevados (superiores a 70 kDa). Ademas, estos polimeros de tipo
polisacérido son activos desde el punto de vista biolégico y pueden interaccionar con las glicoproteinas del moco
para la fijacion en los sitios ricos en enlaces de hidrégeno. El agente de contraste se elimina por expectoracion y no
permite obtener un realce de los tejidos pulmonares.

Asi, hasta donde saben los inventores, la administracion por via respiratoria de agentes de contraste multimodales
de nanoparticulas basadas en gadolinio no se ha descrito nunca para la formacién de imagenes IMR T+ de los
pulmones. Los inventores han demostrado ahora que una administracion por via respiratoria de agentes de
contraste en forma de nanoparticulas ultrafinas (con un diametro medio inferior a 10 nm, incluso inferior a 5 nm, por
ejemplo comprendido entre 1 y 5 nm) permite una distribucion del agente de contraste particularmente favorable
para la formacién de imagenes del pulmén o la terapia de patologias pulmonares y una eliminacion renal
satisfactoria, limitando asi los riesgos de toxicidad, inherentes a este tipo de estructuras.

Objeto de la invencion
La invencion viene definida por las reivindicaciones.
La presente divulgacion pretende satisfacer al menos uno de los siguientes objetos:

(i) proponer nuevos modos de administracion topica de agentes de contraste multimodales en formacion de
imagenes (por ejemplo, IRM T4, cintigrafia PET o SPECT, fluorescencia en el IR cercano, tomografia de rayos X)
y que sean poco toxicos;

(ii) proponer nuevos métodos de formacion de imagenes que permitan una deteccion fiable de patologias
pulmonares, en particular tumores de pulmén o el remodelado bronquial en el asma severa, asociados
eventualmente a un acto terapéutico,

(iii) proponer nuevos agentes diagndsticos, terapéuticos o teranésticos para las patologias pulmonares, en
particular el cancer de pulmén o el asma, agentes que presentan un gran potencial en IRM T4 conjugado con
otras modalidades de formacion de imagenes, una distribucién pulmonar adecuada, un paso a la sangre y una
eliminacion renal eficaz,

(iv) proponer nuevos medios de administracion de profarmacos o de agentes de contraste, que requieren pocos
dispositivos y que permiten reducir las dosis que se han de inyectar por una via no invasiva, cdmoda y no toéxica
para el paciente.

(v) proponer nuevos medios de vectorizacién hacia tumores no pulmonares, mediante una administracion no
invasiva, debido al paso a la sangre.

Estos objetos, entre otros, son conseguidos por la presente divulgacion que se refiere, en un primer aspecto, a
nanoparticulas para su uso como agente terapéutico o como agente de contraste para la formacion de imagenes
médicas,
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* con un diametro medio comprendido entre 1 y 20 nm, preferentemente entre 1 y 10nm y, ain mas
preferentemente, entre 2 y 5 nm o adn entre 1y 5 nm,

* que comprende al menos un agente de contraste para la formacion de imagenes médicas y/o un agente
radiosensibilizador o radioactivo para radioterapia, un agente para terapia con neutrones, fototerapia o
termoterapia,

y caracterizadas por que se administran a una persona o a un animal por via respiratoria, particularmente intranasal
o intratraqueal.

En un modo de realizacion preferente, se usan nanoparticulas hibridas que comprenden:

* una matriz de poliorganosiloxano (POS) que incluye, como agente de contraste o radiosensibilizador, cationes de
tierras raras M™*, siendo n un niumero entero comprendido entre 2 y 4, opcionalmente en parte en forma de un
oxido y/o un oxihidréxido metalico, opcionalmente asociado a cationes dopantes D™*, siendo m un nimero entero
comprendido entre 2 y 6, siendo D preferentemente un elemento de transicion o una tierra rara;

* un agente quelante injertado en la matriz POS mediante enlaces covalentes -Si-C-, en cantidad suficiente para
poder complejar todos los cationes M y, si se requiere, D™; estando preferentemente en exceso el agente
quelante asi injertado con respecto a los cationes M™ vy, si se requiere, D™;

e si se requiere, una o varias moléculas de vectorizacion para la orientacion selectiva de las nanoparticulas,
estando dicha molécula o moléculas de vectorizacién injertadas en la matriz POS o en el agente quelante.

En un segundo aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracion no invasivo de
nanoparticulas hibridas tales como las definidas anteriormente, caracterizado por que las nanoparticulas hibridas se
administran a una persona o a un animal por via respiratoria en forma de aerosol.

En un tercer aspecto, la presente divulgacion se refiere a un aerosol para la administracion de un agente de
contraste o terapéutico por via respiratoria, que contiene nanoparticulas tales como las definidas anteriormente vy, si
se requiere, un vehiculo, fluido o disolvente farmacéuticamente aceptable. La presente divulgacion se refiere a
formulaciones farmacéuticas adecuadas para estos aerosoles y a un dispositivo de aerosol que las contiene.

En un cuarto aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de control de la eficacia terapéutica de un
tratamiento terapéutico en una persona o un animal, comprendiendo dicho método las etapas siguientes:

(i) al inicio del tratamiento se administran al paciente nanoparticulas tales como las definidas anteriormente como
agente de contraste, por via respiratoria en forma de aerosol,

(i) se capturan las imagenes mediante una técnica de formacién de imagenes adecuada a fin de visualizar las
lesiones,

(iii) se repiten las etapas (i) y (ii) a lo largo del tratamiento del paciente, tanto como sea necesario,

(iv) se deduce la eficacia terapéutica del tratamiento comparando la evolucion de las lesiones en las imagenes a
lo largo del tratamiento.

Este método se aplica ventajosamente al control de la eficacia de un tratamiento antitumoral, particularmente dirigido
contra tumores de pulmoén, o incluso para el control de la eficacia de un tratamiento contra una afecciéon pulmonar
inflamatoria, tal como el asma.

En un quinto aspecto, la presente divulgacion se refiere a nanoparticulas para sus usos terapéuticos contra el cancer
de pulmén, como agente radiosensibilizador, fotosensibilizador, radiactivo, en radioterapia, terapia con neutrones,
curieterapia, fototerapia dinamica o termoterapia.

Descripcion detallada de la invencidon
Nanoparticulas usadas en las aplicaciones de acuerdo con la presente divulgaciéon

La presente divulgacion obtiene ventajas sorprendentes, puestas de manifiesto por los inventores, de una
administracion por via respiratoria de determinadas nanoparticulas que se pueden usar como agente de contraste,
particularmente en IRM T4. El conjunto de las aplicaciones que se derivan estan asociadas asi a las caracteristicas
quimicas y estructurales de estas nanoparticulas que se describen a continuacion:

En efecto, la presente divulgacion se refiere a nanoparticulas para su uso como agente terapéutico o como agente
de contraste para la formacion de imagenes médicas, presentando dichas nanoparticulas un diametro medio
comprendido entre 1 y 20 nm, preferentemente entre 1 y 10 nm y, aun mas preferentemente, entre 2 y 5 nm o ain
entre 1 y 5 nm, y comprendiendo al menos un agente de contraste para la formaciéon de imagenes médicas y/o un
agente radiosensibilizador o radioactivo para radioterapia, un agente para terapia con neutrones, fototerapia o
termoterapia, estando caracterizadas dichas nanoparticulas por que se administran a una persona o a un animal por
via respiratoria, particularmente intranasal o intratraqueal.

De acuerdo con la presente divulgacion se usaran ventajosamente nanoparticulas con un diametro muy pequefio.
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Se seleccionaran nanoparticulas con un diametro medio comprendido, por ejemplo, entre 1 y 10 nm y, ain mas
preferentemente, entre 2 y 5 nm o entre 1 y 5 nm, lo que permite una excelente distribucion de las nanoparticulas en
los pulmones (y, por tanto, una deteccién fiable de las patologias pulmonares), un paso a la sangre y una
eliminacion renal rapida (y, por tanto, una baja toxicidad). En un modo de realizacion especifico, dichas
nanoparticulas con diametro muy pequefio, por ejemplo, comprendido entre 1 y 5 nm, son nanoparticulas que
comprenden al menos una matriz de poliorganosiloxano.

La distribucion de tamafio de las nanoparticulas se mide, por ejemplo, mediante un granulémetro comercial, tal como
un granuldmetro Zetasizer Nano-S de Malvern basado en la PCS (Photon Corrélation Spectroscopy o
espectroscopia de correlacion foténica). Esta distribucion se caracteriza por un diametro hidrodinamico medio.

En el contexto de la presente divulgacién, por "diametro medio" se entiende la media arménica de los diametros de
las particulas. Un método de medicién de este parametro se describe igualmente en la norma ISO 13321:1996.

En el contexto de la invencion, por "agente de contraste" se entiende cualquier producto o composicion usado en la
formacion de imagenes médicas con el fin de aumentar artificialmente el contraste, lo que permite visualizar una
estructura anatémica particular (por ejemplo determinados tejidos o un érgano) o patologias (por ejemplo tumores)
de estructuras proximas o no patoldgicas. El principio de funcionamiento del agente de contraste depende de la
técnica de formacién de imagenes utilizada.

La estructura exacta del agente de contraste o del agente radiosensibilizador se determinara en funcion de la
aplicacion deseada.

En una variante preferente, para las aplicaciones de formacion de imagenes por resonancia magnética (IRM), las
nanoparticulas contienen preferentemente cationes metalicos de tierras raras y, de manera mas preferente aun, un
lantanido que presenta comportamiento magnético tal como Gd o Dy (o Eu para la CEST), y que representa al
menos un 10 % del conjunto de los cationes metalicos presentes en la particula. Las nanoparticulas basadas en un
lantanido, por ejemplo gadolinio, permiten un uso como agente de contraste positivo en IRM T4, particularmente
apropiado para la formacion de imagenes de los pulmones.

Asi, en un modo de realizacién preferente, las nanoparticulas comprenden cada una de ellas un agente de contraste
o radiosensibilizador, seleccionado entre un lantanido, un 6xido y/o un oxihidroxido de lantanido, seleccionando
preferentemente el lantanido entre Dy, Lu, Gd, Ho, Eu, Tb, Nd, Er, Yb o mezclas de los mismos y, ain mas
preferentemente, gadolinio.

Ventajosamente, y como es bien conocido, se podrd combinar el uso de las nanoparticulas en terapia y para una
deteccién in vivo en IRM, lo que permite, por ejemplo, la monitorizaciéon de una terapia. Preferentemente, se
seleccionaran como agente radiosensibilizador unicamente lantanidos, e incluyendo al menos un 50 % en masa de
gadolinio (Gd), disprosio (Dy), lutecio (Lu) u holmio (Ho) o mezclas de los mismos, por ejemplo al menos un 50 % en
masa de gadolinio.

De acuerdo con una variante, se usaran nanoparticulas en las que, la parte que contiene lantanidos contiene en su
periferia lantanidos que generan una sefal IRM, por ejemplo gadolinio, y al menos otro lantanido en su parte central.
Los lantanidos con nimero atdémico elevado que absorben las radiaciones estan situados preferentemente en el
centro del nucleo de la nanoparticula.

De acuerdo con otra variante, es conocido que cierto numero de lantanidos presentan secciones eficaces de captura
de neutrones asociada a una reaccién muy energética, lo que permite su uso en tratamientos por terapia con
neutrones, por ejemplo contra el cancer. Se podra seleccionar, si se requiere en la terapia prevista, un lantanido que
presente una seccién eficaz de captura suficiente para tal fin, de modo que permita igualmente un tratamiento por
terapia con neutrones. Para este fin, la eleccion del gadolinio ('*’Gd) resulta particularmente interesante y se usaran
lantanidos como agente de contraste constituido por al menos un 50 % en masa de gadolinio.

En un modo de realizacién preferente, las nanoparticulas que se pueden usar de acuerdo con la presente
divulgacion se caracterizan por que comprenden al menos un agente de contraste para la formacién de imagenes
IRM T4, y al menos otro agente de contraste apropiado para una de las siguientes técnicas de formacion de
imagenes:

(i) cintigrafia PET o SPECT,
(ii) fluorescencia en el visible o en el infrarrojo cercano,
(iii) tomodensitometria de rayos X.

Aun mas preferentemente, se seleccionan las nanoparticulas de modo que tengan una relaxividad r1 por particula
comprendida entre 50 y 5000 mM-".s"! y/o una relacion masica de Gd de al menos un 5 %, por ejemplo de entre un 5
y un 50 %.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791224 T3

Para la formaciéon de imagenes en cintigrafia, las nanoparticulas comprenden un isétopo radioactivo que se puede
usar en cintigrafia, y seleccionado preferentemente entre el grupo constituido por isétopos radioactivos de In, Tc, Ga,
Cu, Zr, Y o Lu, por ejemplo: ""In, ®¥mT¢, 88Ga, 64Cu, 89Zr, Y, "77Lu.

Para la fluorescencia en el infrarrojo cercano, se podra usar, por ejemplo, un lantanido seleccionado entre Nd, Yb o
Er.

Para la fluorescencia en el visible, se puede usar un lantanido seleccionado entre Eu o Tb. Estos agentes de
contraste o terapéuticos estan opcionalmente protegidos por un revestimiento de naturaleza organica, por ejemplo,
una matriz de poliorganosiloxano.

Un modo de realizacion se refiere, por tanto, a nanoparticulas hibridas de tipo nucleo-cascara. Son conocidas en
particular nanoparticulas de tipo nucleo-cascara, basadas en un nucleo constituido por un 6xido de tierras raras y
una matriz de poliorganosiloxano, opcionalmente funcionalizada (véanse especificamente los documentos WO
2005/088314 y WO 2009/053644).

Las nanoparticulas pueden estar funcionalizadas mediante moléculas que permiten una orientacion selectiva de las
nanoparticulas hacia tejidos especificos. La nanoparticula puede servir también como vector del agente
radiosensibilizador y/o del agente de contraste, en funcidon de las aplicaciones previstas. Estos pueden estar
acoplados a la nanoparticula mediante enlaces covalentes o atrapados mediante una uniéon no covalente, por
ejemplo, mediante encapsulacién o interaccién hidrdéfila/hidréfoba o por medio de un agente quelante.

En un modo de realizacién preferente, se usan nanoparticulas hibridas que comprenden:

* una matriz de poliorganosiloxano (POS) que incluye, como agente de contraste o radiosensibilizador, cationes de
tierras raras M™, siendo n un nimero entero comprendido entre 2 y 4, opcionalmente en parte en forma de un
oxido y/o un oxihidréxido metalico, opcionalmente asociado a cationes dopantes D™, siendo m un ndmero entero
comprendido entre 2 y 6, siendo D preferentemente una tierra rara distinta de M, un actinido y/o un elemento de
transicion;

* un agente quelante injertado en la matriz POS mediante enlaces covalentes -Si-C-, en cantidad suficiente para
poder complejar todos los cationes M™ y, si se requiere, D™; estando preferentemente en exceso el agente
quelante asi injertado con respecto a los cationes My, si se requiere, D™;

* si se requiere, una molécula de vectorizacion para la orientacion selectiva de las nanoparticulas, injertada en la
matriz POS o en el agente quelante.

En el caso de una estructura de tipo nucleo-carcasa, la matriz POS forma la capa superficial que rodea al nucleo
basado en cationes metalicos. Su espesor, por tanto, puede variar de 0,5 a 10 nm y representar de un 25 aun 75 %
del volumen total.

La matriz POS desempefia un papel de proteccion del nucleo frente al medio exterior (particularmente contra la
hidrélisis) y optimiza las propiedades de los agentes de contraste (luminiscencia, por ejemplo). Permite igualmente la
funcionalizacién de la nanoparticula, mediante el injerto de agentes quelantes y moléculas de vectorizacion.

Ventajosamente, el agente quelante se selecciona entre los productos siguientes:

o los productos del grupo de los acidos policarboxilicos poliaminados y derivados de los mismos y, aun mas
preferentemente del subgrupo que comprende: DOTA, DTPA, EDTA, EGTA, BAPTA, NOTA y mezclas de los
mismos;

o los productos del grupo que comprende porfirina, clorina, 1,10-fenantrolina, bipiridina, terpiridina, cyclam,
triazaciclononano, sus derivados y mezclas de los mismos;

o y mezclas de los mismos.

Si M es un lantanido, el agente quelante se selecciona ventajosamente entre los que presentan propiedades
complejantes de los lantanidos, en particular entre aquellos cuya constante de complejacién log(Kc1) es superior a
15, preferentemente 20. Como ejemplos preferentes de quelantes, complejantes de los lantanidos, se pueden citar
los que comprenden un motivo de acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético (DOTA), acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triaacético (NOTA) o derivados de los mismos.

Ademas, en funcién de la aplicacion prevista, las nanoparticulas se dopan opcionalmente con otro cation metalico de
tierras raras o de actinidos, por ejemplo un lantanido, incluso dos lantanidos diferentes, seleccionado al menos uno
entre Euy Tb.

Entre los actinidos, en una variante apropiada para aplicaciones de terapia asociada a reacciones nucleares, se
seleccionara, por ejemplo, un radionucleido entre Ac, Th, Pa, Np, U y Pu.

Preferentemente, M y D se seleccionan entre los grupos de elementos siguientes: lantanidos, elementos de
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transicion, actinidos, elementos de los grupos Ib, lla, llla, lllb, Va, VIb, Vlib, VIII de la tabla peridédica de acuerdo con
el Manual de Merck - Undécima edicion;
preferentemente en los subgrupos que comprenden:

o los lantanidos siguientes: Gd, Dy, Eu, Tb, Nd, Yb, Er, Ho, Lu;

o Ib: Cu, Ag, Au;
o lla: Ca, Mg;

o llla: Ga, In;

o lllb:Y;

o Va: Bj;

o Vlb: Cr, Mo;

o Vllb: Mn, Tc;

o VIII: Fe, Ru, Pt, Rh, Ir.
Los elementos Gd y Dy son adecuados, por ejemplo, para nanoparticulas utiles como agente de contraste en IRM.

Los elementos Eu, Tb, Nd, Yb y Er son adecuados, por ejemplo, para nanoparticulas utiles como agente de
fluorescencia.

Los elementos Ho y Lu son adecuados, por ejemplo, para nanoparticulas utiles como agente de curieterapia. Los
elementos Lu, Yb, Gd y Ho son adecuados, por ejemplo, para nanoparticulas utiles como agente de
radiosensibilizacion.

De acuerdo con una caracteristica ventajosa de la presente divulgacion, los cationes M™ y/o D™ se localizan en la
superficie de las nanoparticulas. De esto se deduce que estos cationes estan cerca de moléculas de agua vy, asi,
pueden tener en particular un importante efecto de realce de contraste T+ en IRM. Esta mejora de los rendimientos
de las nanoparticulas usadas de acuerdo con la presente divulgacion, es un indicador, entre otros, de la localizacion
de los cationes M™ y/o D™ en la superficie.

Nanoparticulas ultrafinas funcionalizadas "sin ntcleo”

En un modo de realizacion mas particularmente preferente, debido en especial a sus dimensiones muy reducidas,
las nanoparticulas que se pueden usar de acuerdo con la presente divulgacién se obtienen a partir de una
nanoparticula precursora que comprende:

- un nucleo que comprende un 6xido y/o un oxihidréxido metalico (M) de tierras raras, al menos en parte en forma
catiénica M"*, siendo n un numero entero comprendido entre 2 y 4, opcionalmente dopado con un dopante (D)
presente, al menos en parte, en forma catiénica D™, siendo m un numero entero comprendido entre 2 y 6,
preferentemente un elemento de transicion;

- al menos una capa de revestimiento que comprende poliorganosiloxanos (POS);

-y, opcionalmente, un subrevestimiento que comprende un agente quelante C1 adecuado para complejar los
cationes M™ o una molécula hidréfila adecuada para asegurar la suspension en agua de las nanoparticulas;

estando sometida dicha nanoparticula precursora a una disolucion completa o parcial del nucleo M mediante un
agente modificador del pH y/o un quelante C2, idéntico o diferente a C1, adecuado para complejar la totalidad o una
parte de los cationes M"™* y/o D™ de modo que el didmetro medio de la nanoparticula asi obtenida se reduzca a un
valor comprendido entre 1 y 20 nm, preferentemente entre 1 y 10 nm, aiun mas preferentemente entre 2 y 5nm o
aunentre 1y 5 nm.

Estas nanoparticulas obtenidas segun el modo descrito anteriormente no comprenden un nucleo encapsulado por al
menos un revestimiento. Se obtienen tamafios constatados comprendidos entre 3 y 5 nm. Se habla entonces de
nanoparticulas ultrafinas.

Estas nanoparticulas denominadas "ultrafinas" o "sin nucleo" opcionalmente se injertan con moléculas de
vectorizacion y, en particular, moléculas que se orientan selectivamente a los tejidos de los pulmones como las
descritas en el parrafo siguiente.

Preferentemente, los agentes quelantes C1 y/o C2 estan presentes en las nanoparticulas en una cantidad tal que la
totalidad o una parte de los iones, en particular los cationes M™, incluso los D™, no estan libres sino complejados.
Mejor aun, el porcentaje masico de los elementos M y D implicados en los enlaces M-O-M o M-O-D o D-O-D o M-O-
Si o D-O-Si, con respecto al niumero total de elementos M y D, es inferior o igual a, en orden creciente,
preferentemente 10; 5; 2, 1; 0,5; 107'; 102 10°3.

El nimero de quelantes C1 y/o C2 en las nanoparticulas es superior al nimero de cationes restantes M"™* y/o D™,
incluso de otros cationes (por ejemplo, Ca**, Mg*) afiadidos opcionalmente ademas de los cationes M"* y/o D™*.
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Este porcentaje de enlaces (6xidos) M-O-M o M-O-D o D-O-D o M-O-Si o D-O-Si, se puede medir mediante técnicas
conocidas de tipo EXAFS, XPS, espectroscopia vibracional, microscopia electrénica de transmisién acoplada a
analisis estructurales, etc.

Esta medicion permite evaluar el nimero de enlaces especificos del nucleo, asimismo esta medicién permite una
medida cuantitativa de la presencia o no del nucleo y permite también evaluar las especies M o D que podrian
disolverse facilmente y encontrarse en forma iénica en solucion.

Los quelantes C1 se pueden injertar en la superficie de particulas de polisiloxano o se pueden insertar directamente
en el seno de la matriz POS. Una parte o la totalidad de estos quelantes se destinan a complejar cationes M"™* (por
ejemplo de gadolinio), incluso D™*. Otra parte de estos quelantes puede servir para la complejacion de cationes
endogenos a fin de asegurar una buena compatibilidad con los medios biolégicos encontrados.

Uno de los principales intereses de las nanoparticulas ultrafinas de acuerdo con la presente divulgaciéon es que M
y/o D pueden ser un agente activo en formacion de imagenes (por ejemplo un agente de contraste) y/o en terapia.

Especificamente, M/M™ (por ejemplo de gadolinio), incluso D/D™*, presentan propiedades destacadas para
aplicaciones biolégicas en formacién de imagenes y/o en terapia como, por ejemplo, propiedades magnéticas,
fluorescentes, radioactivas (elemento de numero atémico elevado) o radiosensibilizadores (X, gamma, beta,
neutrones).

Estas nanoparticulas, por tanto, se pueden usar como agente de contraste en sistemas de formacion de imagenes
como: IRM, cintigrafia SPECT, cintigrafia PET, formacién de imagenes por fluorescencia, escaneres de rayos X.

Ademas de la funcionalizacién quelante, estas nanoparticulas pueden ser modificadas (funcionalizacién) en la
superficie con compuestos hidréfilos (PEG) y/o cargadas de otra forma a fin de adaptar su biodistribucién en el seno
del organismo y/o permitir un buen marcaje celular, en particular para el seguimiento de las terapias celulares.

Se pueden funcionalizar en la superficie, por ejemplo, mediante injerto de moléculas que se orientan selectivamente
a los tejidos pulmonares o, debido a su paso a la sangre, mediante injerto de moléculas que se orientan
selectivamente a determinadas zonas de interés del organismo, en particular zonas tumorales. De este modo, se
concentra el agente transportado por estas nanoparticulas en la zona de interés sin tener que aumentar de forma
considerable las cantidades inyectadas como ocurre actualmente.

La funcionalizacion se puede efectuar también mediante compuestos que comprenden un principio activo y/o
compuestos luminiscentes (fluoresceina). De ella resultan posibilidades de usos terapéuticos como agente
radiosensibilizador en combinacion con radioterapias, terapias con neutrones, como agente radioactivo para
tratamientos de curieterapia, como agente para la PDT (terapia fotodinamica) o como agente de vectorizacion de
moléculas con efecto terapéutico.

Otra caracteristica de estas nanoparticulas ultrafinas es el mantenimiento del caracter rigido de los elementos y de
la geometria global de las particulas después de la inyeccion. Esta elevada rigidez tridimensional esta asegurada por
la matriz de polisiloxano, en la que la mayoria de los atomos de silicio estan unidos a otros 3 o 4 atomos de silicio
mediante un puente de oxigeno. La combinacion de esta rigidez con su tamafio pequefio permite aumentar la
relaxividad de estas nanoparticulas para las frecuencias intermedias (20 a 60 MHz) con respecto a los compuestos
comerciales (complejos a base de Gd-DOTA, por ejemplo), aunque también para frecuencias superiores a 100 MHz
presentes en las IRM de alto campo de nueva generacion.

Esta rigidez, no presente en los polimeros, es también una ventaja para la vectorizacién y la accesibilidad de las
moléculas de vectorizacion.

Por otro lado, se debe subrayar que la biocompatibilidad de estas nanoparticulas no es la menor de sus cualidades.

Preferentemente, las nanoparticulas de acuerdo con la presente divulgacion y, en particular, de acuerdo con el
presente modo de realizacion, tienen una relaxividad r1 por ion M™ que es superior a 5 mM-(de ion M™).s™,
preferentemente 10 mM-'(de ion M™).s™!, para una frecuencia de 20 MHz. Por ejemplo, tienen una relaxividad r1 por
nanoparticula comprendida entre 50 y 5000 mM-'.s™!. Mejor aun, estas nanoparticulas tienen una relaxividad r1 por
ion M™ a 60 MHz que es superior o igual a la relaxividad r1 por ion M™ a 20 MHz. La relaxividad r1 considerada en
este caso es una relaxividad por ion M™ (por ejemplo gadolinio). La r1 se obtiene a partir de la formula siguiente: 1/T+
= [1/T1]agua + ri[M™].

En otra variante, las nanoparticulas tienen una relacién masica de agente de contraste IRM T+ de tipo lantanido,
preferentemente gadolinio, superior al 5 %, por ejemplo, comprendida entre un 5 % y un 50 %.

Se describen mas detalles relativos a estas nanoparticulas ultrafinas, a procedimientos de sintesis de las mismas y a
sus aplicaciones en la solicitud de patente WO2011/135101, la cual se incorpora por referencia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791224 T3

Las moléculas de vectorizacion

Las moléculas de vectorizacion se injertan en la superficie de la nanoparticula y/o en el interior del revestimiento. Se
podra utilizar un acoplamiento convencional con grupos reactivos presentes, opcionalmente precedido de una etapa
de activacion. Las reacciones de acoplamiento son conocidas por el experto en la técnica y se seleccionaran en
funcion de la estructura de la capa superficial de la nanoparticula y de los grupos funcionales de la molécula de
vectorizacion. Véase, por ejemplo, "Bioconjugate Techniques", G.T Hermanson, Academic Press, 1996, en
"Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity"», Segunda Edicion, W.T. Mason, ed. Academic Press,
1999. Se describen mas adelante métodos preferentes de acoplamiento. Preferentemente, estas moléculas de
vectorizacion se injertan en los agentes quelantes de nanoparticulas segun la variante de las nanoparticulas
ultrafinas "sin nucleo" tal como la descrita en el parrafo anterior.

Se seleccionaran las moléculas de vectorizacion en funcion de la aplicacion prevista.

En un modo de realizaciéon preferente, se seleccionaran, por ejemplo, moléculas adecuadas para la vectorizacion
activa hacia tumores, especificamente tumores de pulmén. A modo de ejemplo de moléculas de vectorizacion que
se pueden injertar sobre las nanoparticulas se pueden citar las moléculas que contienen el tripéptido RGD capaz de
reconocer la integrina avBs. Tales péptidos y sus derivados (particularmente el pentapéptido ciclico) se describen en
particular en el documento W02004/026894.

Recientemente se ha observado que la integrina avf3s presentaba un perfil de expresién muy particular en el cancer
de pulmén. En tejidos sanos, este heterodimero es indetectable (con excepcidn de los osteoblastos) mientras que se
expresa en aproximadamente 10° copias por célula esencialmente sobre la superficie ventral de las células
endoteliales de los capilares de neoformacion o de remodelado. La integrina, de hecho, esta implicada en una unién
con la matriz extracelular para permitir el anclaje y la movilidad de las células. Su accesibilidad por via sanguinea,
por tanto, es moderada. Por lo que se refiere a las células tumorales y, en particular, de cancer de pulmén, la
integrina a3 es expresada en mayor cantidad en el frente de invasidon del tumor y también por las células que
escapan del tumor para formar metastasis. Aunque ademas, se ha constatado que el tumor induce un remodelado
de los tejidos normales préximos, que viene acompafiado de una sobreexpresion de la integrina av3s sobre la
superficie de las células normalmente negativas. Asi, una administraciéon de nanoparticulas de acuerdo con 1 la
presente divulgacion, por via respiratoria, por ejemplo mediante nebulizacion, comprendiendo dichas nanoparticulas
ademas, injertadas en su superficie, moléculas que se orientan selectivamente a la integrina avfs, tales como los
péptidos que contienen el motivo RGD, permite una vectorizacion particularmente eficaz hacia tumores de pulmoén,
particularmente en comparacion con una administracién "convencional" por via intravenosa.

Los inventores han constatado, ademas, que la administracion de las nanoparticulas por via respiratoria permite
alcanzar el torrente sanguineo y, por tanto, otros tejidos mediante el paso a la sangre de las nanoparticulas al nivel
de los pulmones, y/o su absorcion por el sistema celular inmunitario. Estas nanoparticulas pueden efectuar asi una
vectorizacion tumoral pasiva o activa hacia tumores no pulmonares, a los que convencionalmente los agentes de
contraste se orientan selectivamente por inyeccion intravenosa.

Asimismo, en determinados modos de realizacion, se seleccionaran moléculas que se orientan selectivamente a
otros érganos y, en particular, a tejidos cancerosos.

Se han descrito moléculas de vectorizacion adecuadas para la orientacion selectiva hacia tejidos tumorales, por
ejemplo, en la publicacién internacional WO01/00621 e incluyen derivados de amonio cuaternario, aptdmeros,
polipéptidos, anticuerpos...

De acuerdo con una variante de la presente divulgacion, las nanoparticulas se pueden funcionalizar sobre su
superficie con compuestos hidréfilos seleccionados entre el grupo de los polioles, preferentemente entre el subgrupo
que comprende glicoles, azucares y mezclas de los mismos; dextranos, siendo particularmente preferentes el PEG y
el PPG.

De acuerdo con una alternativa, estos compuestos hidréfilos se pueden seleccionar entre aquellos que tienen pesos
moleculares inferiores a 2000 g/mol, preferentemente inferiores 800 g/mol. A continuacién se dan ejemplos de
compuestos hidrofilos, con su peso molecular (Mw) preferente:

- Poli(etilenglicol)bis(carboximetil) éter (PEG), 250 < Mw < 2000 g.mol";

- Polioxietilen bis(amina), 250 < Mw < 2000 g.mol";

- O-metil-O'-succinilpolietilenglicol, Mw del orden de 2000 g.mol";

- Metoxipoliteilenglicolamina, Mw del orden de 750 g.mol";

- Acido succinico y mercaptosuccinico;

- Azulcares, en particular glucosa y sus derivados, por ejemplo, los dextranos;
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- Aminoacidos o péptidos hidréfilos (acido aspartico, acido glutamico, lisina, cisteina, serina, treonina, glicina...);
- Y mezclas de los mismos.

Mas en general, los compuestos hidréfilos comprenden ventajosamente funciones alcohol o acido carboxilico o
amina o amida o éster o éter-6xido o sulfonato o fosfonato o fosfinato y se uniran, preferentemente de forma
covalente, a al menos un 10 % de los atomos de silicio del POS de la matriz.

De manera general, el experto en la técnica podra fabricar con facilidad las nanoparticulas usadas de acuerdo con la
presente divulgacion n. Mas precisamente, cabe destacar los elementos siguientes:

Para nanoparticulas de tipo nucleo-carcasa basadas en un nucleo de 6xido u oxihidréxido de lantanidos, se podra
utilizar un procedimiento de fabricacién que emplea un alcohol como disolvente, tal como se describe, por ejemplo,
en P. Perriat et al., J. Coll. Int. Sci, 2004, 273, 191; O. Tillement et al., J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 5076 y P.
Perriat et al., J. Phys. Chem. C, 2009, 113, 4038.

Para la matriz POS, se pueden emplear diversas técnicas, derivadas de las iniciadas por Stoeber (Stoeber, W; J.
Colloid Interf Sci 1968, 26, 62). Asimismo se puede utilizar el procedimiento empleado para el revestimiento descrito
en Louis et al. (Louis et al., 2005, Chemistry of Materials, 17, 1673-1682) o la solicitud internacional WO
2005/088314.

En la préactica, para la sintesis de nanoparticulas ultrafinas, se forma una nanoparticula de tipo nucleo-carcasa con
un nucleo de 6xido de lantanido (por medio de un poliol modificado) y una carcasa de polisiloxano (mediante sol/gel),
y este elemento tiene un tamafo, por ejemplo, de aproximadamente 10 nm (preferentemente 5 nanémetros). Se
puede realizar asi un nicleo de 6xido de lantanido de tamafio muy pequefio (adaptable inferior a 10 nm) en un
alcohol mediante uno de los procedimientos descritos en las publicaciones siguientes: Perriat et al., J. Coll. Int. Sci,
2004, 273, 191; O. Tillement et al., J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 5076 y P. Perriat et al., J. Phys. Chem. C, 2009,
113, 4038.

Estos nucleos pueden estar recubiertos con una capa de polisiloxano siguiendo, por ejemplo, un protocolo descrito
en las publicaciones siguientes: C. Louis et al., Chem. Mat., 2005, 17, 1673 y O. Tillement et al., J. Am. Chem. Soc.,
2007, 129, 5076.

Se injertan en la superficie del polisiloxano quelantes especificos de los cationes metalicos implicados; también se
puede insertar una parte en el interior de la capa aunque el control de la formacién del polisiloxano es compleja y el
simple injerto exterior da, para determinados tamafios muy pequefios, una proporcion suficiente de injerto.

Se separan las nanoparticulas de los residuos de sintesis mediante un método de dialisis o de filtracion tangencial,
sobre una membrana que comprende poros de tamafio adecuado.

El nucleo se destruye por disolucién (por ejemplo modificando el pH o aportando moléculas complejantes a la
solucion). Esta destruccion del nucleo permite, por tanto, una dispersién de la capa de polisiloxano (segun un
mecanismo de desmoronamiento o de corrosion lenta), lo que permite obtener al final un elemento de polisiloxano
de morfologia compleja cuyas dimensiones caracteristicas son del orden de la magnitud del espesor de la capa de
polisiloxano, es decir, mucho menor que el de los elementos elaborados actualmente.

El hecho de retirar el nucleo permite asi pasar de un tamafo de particulas de aproximadamente 5 nanémetros de
diametro a un tamafio de aproximadamente 3 nanémetros. Ademas, esta operaciéon permite aumentar el numero de
M (por ejemplo gadolinio) por nm? en comparacion con una nanoparticula de polisiloxano tedrica del mismo tamario
pero que comprende M (por ejemplo gadolinio) unicamente en la superficie. El nimero de M para un tamafio de
nanoparticula se puede evaluar por medio de la relacién atdmica M/Si medida por EDX.

Sobre estas nanoparticulas se pueden injertar moléculas de vectorizacion, por ejemplo por acoplamiento mediante
enlace peptidico sobre un constituyente organico de la nanoparticula, como el descrito en Montalbetti, C.A.G.N,
Falque B. Tetrahedron 2005, 61, 10827-10852.

Se podra emplear también un método de acoplamiento que usa la "quimica clic" (click chemistry), Jewett, J.C;

Bertozzi, C.R. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1272-1279, y en la que intervienen grupos del tipo:
-N3, -CN, -C=CH, o uno de los grupos siguientes:
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En un modo de realizacidén especifico, la nanoparticula de acuerdo con la presente divulgacién comprende un
quelante que presenta una funcién acida, por ejemplo el DOTA. Se procede a la activacién de la funcién acida de la
nanoparticula, por ejemplo, empleando EDC/NHS (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-hidrosuccinimida) en
presencia de una cantidad adecuada de moléculas de vectorizacién. Las nanoparticulas asi injertadas se purifican
después, por ejemplo, mediante filtracion tangencial.

De acuerdo con una caracteristica esencial de la presente divulgacion, las nanoparticulas tales como las definidas
anteriormente y, en particular, las nanoparticulas ultrafinas sin nucleo, se administran por via respiratoria en forma
de aerosol.

Asi, la presente divulgacion se refiere a un aerosol para la administracion de un agente de contraste o terapéutico en
una persona o un animal por via respiratoria, comprendiendo dicho aerosol, como agente de contraste o terapéutico,
nanoparticulas tales como las definidas en los parrafos previos y, mas preferentemente, nanoparticulas ultrafinas sin
nucleo y, si se requiere, un vehiculo, fluido o disolvente farmacéuticamente aceptable.

Por "via respiratoria” se entiende el conjunto de vias aéreas del aparato respiratorio, que incluye la via intranasal o la
intratraqueal, en oposicién especificamente a otros modos de administracion de farmacos o agentes de contraste,
constituidos en particular por la via oral o la intravenosa. El fin es alcanzar los pulmones por inhalacion de las
nanoparticulas.

Por "aerosol" se entiende una suspension semiestable de gotitas liquidas (que contienen las nanoparticulas) o de
particulas sdlidas dispersadas en un gas de soporte, por ejemplo aire.

El aerosol se obtiene asi mediante un dispositivo apropiado de acuerdo con los parametros centrados en la
farmacologia deseada o en el paciente. El dispositivo permite, por ejemplo, la atomizacion de un volumen
determinado de una formulacién liquida que contiene una suspension coloidal de nanoparticulas. Segun la
formulacion y la dosis deseada, tales dispositivos incluyen, sin ser limitantes, un aerosol dosificador, un inhalador de
polvo seco, un inhalador a base de liquido, un nebulizador (de aire comprimido/chorro), un nebulizador ultrasénico,
un nebulizador de membrana vibrante/de malla). Para una revision detallada de los inhaladores que se pueden
utilizar (aunque no limitante), véase en particular el documento M. B. Dalovich et al., Lancet, 2011, 377, 1032-1045.

Asi, la presente divulgacién se refiere igualmente a una formulacién de nanoparticulas, como las definidas en los
parrafos previos, particularmente nanoparticulas ultrafinas sin nucleo, estando caracterizada dicha formulacién por
que es adecuada para una administracién mediante un aerosol. La formulacién puede ser una formulacién liquida
que contiene las nanoparticulas en forma de una suspension coloidal estable, por ejemplo en agua estéril. De forma
alternativa, puede ser un material seco obtenido de la liofilizaciéon de dicha formulacion liquida que contiene la
suspension coloidal. Este material seco se rehidrata después en un volumen de liquido adecuado antes de su uso.

La presente divulgacion se refiere igualmente a un inhalador que contiene una formulacion liquida o liofilizada para
un aerosol, tal como se ha descrito anteriormente.

A modo de ejemplo, para una formacién de imagenes IRM de los pulmones, se preparara una formulacion que
contiene una dosis adecuada de nanoparticulas ultrafinas sin nucleo, basadas en gadolinio y, opcionalmente, otro
agente de contraste, estando dichas nanoparticulas en suspensiéon en agua. La administracion de esta formulacion
en forma de aerosol se efectua por medio de un nebulizador en forma de una solucién salina, tal como la descrita,
por ejemplo, en la parte experimental.

La presente divulgacion se refiere igualmente a un método de formaciéon de imagenes médicas no invasivo en una
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persona o un animal, que comprende las etapas siguientes:

(i) se administran nanoparticulas, tales como las definidas en los parrafos previos, particularmente
nanoparticulas ultrafinas sin nucleo, como agente de contraste IRM T4, por via respiratoria, por ejemplo en forma
de aerosol,

(ii) se capturan las imagenes IRM mediante una secuencia IRM apropiada.

El método de formacion de imagenes no conlleva asi ningun método invasivo y es particularmente comodo para el
paciente. En particular, no conlleva una inyeccién intravenosa de agente de contraste, siendo administrado este
Unicamente por via respiratoria. Este método permite, si se requiere, una disminucién de la dosis administrada por
una administracién local (en los pulmones) y una disminucion de los efectos secundarios o toxicos asociados a la
administracion de agentes de contraste.

La etapa (i) se ha descrito en el parrafo anterior.

Para la etapa (ii) se procede convencionalmente mediante un dispositivo IRM, seleccionando la secuencia IRM
apropiada segun el paciente, la zona de interés por estudiar y el tipo de imagen deseada, tal como se describe, por
ejemplo, en "Comprendre I'IRM, manuel d’auto-apprentissage" de Bruno Kastler, Daniel Vetter. (Editor: Masson,
2011, ISBN: 9782294710445).

Las nanoparticulas usadas de acuerdo con la presente divulgacidon son agentes de contraste multimodales. Asi, se
puede combinar, con una sola administracion varias técnicas de formacién de imagenes vy, en particular, la IRM T+, la
cintigrafia PET (por ejemplo 4Cu) o SPECT ('''In o %™Tc), la fluorescencia en el infrarrojo cercano, opcionalmente
un agente radiosensibilizador, fotosensibilizador o adecuado en radioterapia, curieterapia, terapia con neutrones,
fototerapia, etc.

En un modo particularmente preferente, el método se aplica a la formacién de imagenes IRM de los pulmones y, en
particular, a la formacién de imagenes de tumores de pulmoén. Para una formacion de imagenes de tumores de
pulmén, tras la administracion de nanoparticulas ultrafinas sin niucleo basadas en gadolinio, se seleccionara, por
ejemplo, un contraste ponderado en T1, con un tiempo de eco corto para maximizar la intensidad de la sefial IRM
pulmonar. Las técnicas de IRM empleadas tendran en cuenta las especificidades de la IRM pulmonar, es decir, los
movimientos respiratorios y cardiacos, la baja densidad tisular y la no homogeneidad magnética de este 6rgano
("MRI of the Lung", Hans Ulrich Kauczor, Ed. Springer, 2009, ISBN 55 9783540346180).

Debido a su administracion a los pulmones, una aplicacion evidente de los métodos de formaciéon de imagenes de
acuerdo con la presente divulgacion se refiere al diagnostico de patologias pulmonares, por ejemplo, patologias
cancerosas (tumores de pulmén) y no cancerosas Y, en particular, patologias pulmonares inflamatorias que incluyen,
por ejemplo, el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o, incluso, las bronconeumopatias crénicas
obstructivas.

La presente divulgacion se refiere igualmente a un método de control de la eficacia terapéutica de un tratamiento
terapéutico en una persona o un animal, comprendiendo dicho método las etapas siguientes:

(i) al inicio del tratamiento se administran al paciente nanoparticulas tales como las definidas anteriormente como
agente de contraste, por via respiratoria en forma de aerosol,

(ii) se capturan las imagenes mediante una técnica de formacién de imagenes adecuada a fin de visualizar las
lesiones,

(iii) se repiten las etapas (i) y (ii) a lo largo del tratamiento del sujeto, tanto como sea necesario,

(iv) se deduce la eficacia terapéutica del tratamiento comparando la evolucion de las lesiones a lo largo del
tratamiento.

Una aplicacién particular de este método se refiere al control de la eficacia terapéutica de un tratamiento en una
persona o un animal, por ejemplo, un tratamiento antitumoral, por ejemplo, mediante quimioterapia, radioterapia,
curieterapia, fototerapia o termoterapia, contra los tumores de pulmoén.

En un modo de realizacion preferente, la presente divulgaciéon se dirige a un método de control de la eficacia
terapéutica de un tratamiento antitumoral en una persona o un animal, particularmente un tratamiento de
quimioterapia, radioterapia, curieterapia, fototerapia o termoterapia, dirigido contra los tumores de pulmoén,
comprendiendo dicho método las etapas siguientes:

(i) se administran al paciente que padece cancer, al inicio del tratamiento, nanoparticulas tales como las
definidas en los parrafos previos, particularmente nanoparticulas ultrafinas sin nucleo, como agente de contraste,
por via respiratoria, por ejemplo en forma de aerosol,

(i) se capturan las imagenes mediante una técnica de formacion de imagenes adecuada para detectar los
tumores,

(iii) se repiten las etapas (i) y (ii) a lo largo del tratamiento del paciente con un agente antitumoral,
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(iv) se deduce la eficacia terapéutica del agente antitumoral comparando las imagenes de los tumores obtenidas
a lo largo del tratamiento.

Asi, se puede seguir la evolucion de los tumores, particularmente el tamafio de los tumores a lo largo del tiempo, su
numero y su distribucion, antes, durante y después del tratamiento del paciente. Se seleccionaran naturalmente
nanoparticulas que permitan una vectorizacion especifica hacia los tumores tal como se ha descrito anteriormente.

Ventajosamente, en los métodos descritos previamente, las nanoparticulas pueden ser usadas a la vez como agente
de contraste, debido a su propiedad multimodal en formacién de imagenes, por ejemplo como agente de contraste
IRM T4, y como agente radiosensibilizador, fotosensibilizador o radioactivo para el tratamiento de tumores.

Asi, en el método descrito anteriormente, en un modo de realizacion particular, las nanoparticulas usadas como
agente de contraste son las mismas que las usadas como agente antitumoral.

Otra aplicacion interesante de acuerdo con la presente divulgacion se refiere al control de la eficacia terapéutica de
afecciones pulmonares, en particular de patologias pulmonares inflamatorias tales como el asma, la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica o, incluso, las bronconeumopatias crénicas obstructivas, u otras patologias
caracterizadas por un aumento del area de los vasos en la pared bronquial (angiogénesis) y una hiperpermeabilidad
de las paredes bronquiales.

Aplicaciones terapéuticas con un aerosol de las nanoparticulas

Junto con un agente radiosensibilizador para radioterapia, o radioactivos (y opcionalmente la curieterapia), para la
terapia con neutrones, o con agentes para la PDT (terapia fotodinamica), las nanoparticulas administradas en las
vias respiratorias son particularmente Utiles para el tratamiento de tumores y, en particular, para el tratamiento de
tumores de pulmén.

Asi pues, la presente divulgaciéon tiene por objeto una composicién farmacéutica que se puede usar para el
tratamiento de tumores de pulmoén, mediante quimioterapia, radioterapia, curieterapia, fototerapia o termoterapia, y
que comprende nanoparticulas como las definidas anteriormente, por ejemplo, nanoparticulas ultrafinas sin nucleo,
como agente radiosensibilizador, fotosensibilizador o radioactivo, opcionalmente en combinaciéon con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y/u otros principios activos o agentes de contraste que se pueden administrar por via
respiratoria.

Meétodo de administracién de un agente de contraste o terapéutico en el torrente sanguineo

El modo de administracion por via respiratoria permite una administracion local en los pulmones, aunque también el
paso de las nanoparticulas a la circulacién sistémica. Asi, acoplando moléculas terapéuticas a las nanoparticulas
(acoplamiento covalente o no covalente), la presente divulgacion propone el uso de estas nanoparticulas como
vector de administracion por via respiratoria, al torrente sanguineo, de moléculas terapéuticas o de un agente de
contraste. Dependiendo del modo de acoplamiento de las moléculas terapéuticas, estos vectores se pueden usar
como profarmaco, de liberacién controlada, prolongada o retarda del principio activo.

La presente divulgacion se refiere igualmente a un método de tratamiento de un paciente, que comprende la
administracion por via respiratoria en forma de aerosol de una dosis terapéuticamente eficaz de nanoparticulas tales
como las definidas en los parrafos previos, particularmente nanoparticulas ultrafinas sin ndcleo, como agente
terapéutico.

Descripcion de las figuras

Figura 1. a) IRM de los pulmones de un ratéon antes (izquierda) y 15 minutos después (derecha) de la
administracion intratraqueal de nanoparticulas SRP (40 microlitros con una concentracion 20 mM en ion Gd3*).
Se observa un realce del 183 % de la intensidad de la imagen después de la administracién de las
nanoparticulas, b) formacion de imagenes de fluorescencia 3D del raton 1 hora después de la nebulizacion
(50 pl) en los pulmones de nanoparticulas SRP injertadas con la sonda fluorescente Cy5.5, c) visualizacion 3D
de los pulmones antes (izquierda) y después (derecha) de la nebulizaciéon de nanoparticulas SRP (50 pl con una
concentracion 20 mM en ion Gd3*) obtenida en microtomografia de rayos X (los "huecos" corresponden a la
presencia de nanoparticulas), d) realce de la sefal IRM en los pulmones en funcién del tiempo (instilacion de
40 pl de solucion de SRP con una concentracion 20 mM en ion Gd3*), la constante del tiempo de deteccién de las
nanoparticulas antes de la eliminacion por via renal es de aproximadamente dos horas. Todas las nanoparticulas
usadas en estos ejemplos se han sintetizado siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 1.

Figura 2: Imagenes de pulmones de ratones obtenidas antes (a) por IRM y (c) por formaciéon de imagenes de
fluorescencia dptica y 3 horas después de la administracion intratraqueal de una solucidon de nanoparticulas SRP
obtenidas segun el ejemplo 1 (acopladas a un fluoréforo Cy5.5 para la formacion de imagenes de fluorescencia)
(40 microlitros con una concentracion 20 mM en ion Gd3*) (b) por IRM y (d) por formacion de imagenes de
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fluorescencia dptica. Las imagenes destacan la eliminaciéon de las nanoparticulas por via renal (K (kidney): rifidn;
L (lung): pulmén). No se detectd ninguna eliminacion hepatica.

Figura 3: Evolucién temporal del realce de la sefial IRM en los rifiones tras la administracion intratraqueal de una
solucion de agente de contraste (50 mM Gd3*) obtenida segun el ejemplo 1. La presencia de nanoparticulas en
los rifiones aun se puede detectar 24 horas después de la administracion de la solucion.

Figura 4: Imagen IRM de alta resolucién de la biodistribucién del agente de contraste en los pulmones de un
raton después de la administracion selectiva de la solucion (50 mM Gd®*) en el pulmén izquierdo (a la derecha de
la imagen). Las nanoparticulas usadas se han obtenido segun el ejemplo 1. Los principales parametros de
adquisicion son: un tiempo de eco de 276 s, un espesor de corte de 0,5 mm, un campo de visiéon de 2,5 cm y un
tiempo total de adquisicion de 4 minutos.

Figura 5: Biodistribucién de las SRP Cy5.5 24 h después de la nebulizacién intrapulmonar o la inyeccion
intravenosa de una suspension de particulas 10 mM de iones Gd3*. Las nanoparticulas se obtienen segun el
ejemplo 1 con el acoplamiento de un fluoréforo de tipo Cy5.5 a la nanoparticula.

Figura 6: Vectorizacion pasiva hacia tumores pulmonares H358-Luc ortotdpicos tras la inyeccién intravenosa o la

nebulizacion intrapulmonar de una suspension de nanoparticulas. Las nanoparticulas se obtienen segun el

ejemplo 1 con el acoplamiento de un fluoréforo de tipo Cy5.5 a la nanoparticula.

Figura 7: Curvas de control (Kaplan-Meier) obtenidas en ratones portadores de tumores pulmonares ortotopicos

H358 tratados mediante irradiacion unica de 10 Gy o tratados mediante irradiacion de 10 Gy efectuada 24 h

después de la administracion intrapulmonar de una suspension de nanoparticulas 20 mM de iones Gd3*.
Ejemplos

Productos quimicos

El cloruro de gadolinio hexahidrato ([GdCls, 6H20], 99 %), el hidréxido de sodio (NaOH, 99,99 %), el tetraetoxisilano
(Si(OC2Hs)4, TEOS, 98 %), el aminopropil-trietoxisilano (H2N(CH2)s-Si(OC2Hs)s, APTES, 99 %), la trietilamina (TEA,
99,5 %), el hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC, > 98,0 %), la N-hidroxisuccinimida
(NHS, > 97,0 %), el dianhidrido dietilentriaminopentaacético (DTPADA) y el anhidrido dimetilsulfoxido (DMSO,
99,5 %) se obtuvieron en Aldrich Chemicals (Francia). La Cy5.5 mono-NHS-éster se encargé a GE Healthcare. El
dietilenglicol (DEG, 99 %) procede de SDS Carlo Erba (Francia) mientras que la acetona procede de Sodipro
(Francia). El 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1-anhidrido glutarico-4,7,10-acido triacético (DOTAGA) lo suministrd
CheMatech SAS. CheMatech SAS. El tripéptido ciclico cRGD (Arg-Gly-Asp) procede de Genecust, Luxemburgo. La
5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trifenilclorina (TPC) procede de Frontier Scientific (Logan, Utah).

Caracterizaciones

Los tamafios medios de las nanoparticulas indicadas se midieron mediante PCS (Photon Correlation Spectroscopy o
espectroscopia de correlacion fotonica) y corresponden a su diametro hidrodinamico. Estas mediciones se
efectuaron en un aparato de tipo Zetasizer Nano-S (el laser que se utiliza en la PCS es un laser He-Ne 633 nm). Las
mediciones de zetametria se efectuaron en el mismo equipo diluyendo previamente las particulas en una solucion
0,01 M de NaCl. El pH se ajustod a posteriori. Mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) se obtienen los
datos estructurales y morfologicos de las muestras. Se efectua utilizando un microscopio de tipo JEOL 2010 que
opera a 200 kV. Las muestras se preparan mediante depdsito sobre una rejilla de carbono. La relaxometriaa 1,4 T
(60 MHz) se mide mediante un equipo de tipo Bruker Minispec MQ60. La espectrometria de masas se efectua
mediante un espectrometro de tipo LTQ (Thermo Fisher Scientific, San José, CA). Los analisis elementales se
llevaron a cabo en el centro de analisis del CNRS en Solaize mediante ICP-MS y han hecho posible determinar las
tasas de C, N, Si y Gd con una precision minima del 0,3 %. Los analisis de fluorescencia se obtuvieron en un
espectrofluorimetro de tipo Varian Carry Eclipse. La liofilizacion de las particulas se efectué en un equipo de tipo
liofilizador Alpha 1,2 de Christ.

Animales

Los animales empleados para la prueba de concepto en IRM son ratones hembra de tipo Balb/c de 6 semanas de
edad y que pesan entre 20 y 22 gramos. Estos ratones se adquirieron al criador Janvier (Le Genest, Saint-Isle,
Francia). Los animales empleados para la prueba de concepto en formacion de imagenes de fluorescencia y
tomografia de rayos X son ratones hembra de tipo NMRI desnudos de 6 semanas de edad y que pesan
aproximadamente 25 gramos. Estos ratones se adquirieron al criador Janvier (Le Genest, Saint-Isle, Francia). Antes
del experimento, los ratones se aclimatan a su nuevo entorno en una sala a la temperatura controlada durante 1
semana. Los experimentos con animales se efectian respetando las directrices del INSERM (Instituto nacional de
salud e investigacion médica) relativas al bienestar animal.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791224 T3

Herramientas de formacién de imagenes:

IRM

Las imagenes IRM se adquirieron en un espectrometro Brucker Biospec 47/50 con un campo a 4,7 T (Brucker,
Ettlingen, Alemania), utilizando una bobina emisora/receptora con un diametro inferior a 25 mm (Rapid Biomedical,
Rimpar, Alemania). Se colocaron los ratones sobre su vientre en un soporte de plastico y se mantuvieron
anestesiados con una mascara de gas que liberaba un 2 % de isoflurano contenido en una mezcla de gas N2/O2
(80:20). La temperatura del cuerpo se mantiene constante mediante la circulacién de agua caliente y el ciclo
respiratorio se controla constantemente.

Para cada animal, se adquieren 6 cortes axiales de 1 mm de espesor. La adquisicion se efectia en respiracion libre
sin sincronizacion respiratoria o cardiaca mediante una secuencia de tipo UTE (ultra short echo time o tiempo de eco
ultracorto) 2D multicortes. Los principales parametros son: un tiempo de eco de 276 ys, un tiempo de repeticion de
84 ms, un angulo de basculacién de 60°, un campo de vision de 3 cm y un tiempo total de adquisicién de 1 minuto.

Formacion de imagenes de fluorescencia

Para efectuar la formacién de imagenes de fluorescencia 2D o 3D in vivo, se anestesian los ratones (isoflurano/
oxigeno: 3,5-4 % para la induccion y 1,5-2 % para el mantenimiento).

El sistema de formacién de imagenes 2D estd compuesto por un sistema de excitacién compuesto por diodos que
emiten a una longitud de onda de 660 nm. Las imagenes de fluorescencia asi como las imagenes "en blanco y
negro" se adquieren con una camara CCD enfriada a -80 °C (ORCAII-BT-512G, Hamamatsu, Massy, Francia),
equipada con un filtro de paso alto RG 9 (Schott, Jena, Alemania). La adquisicion de imagenes asi como el analisis
se efectdan con el software Wasabi (Hamamatsu, Massy, Francia). 24 h después de la inyeccién los ratones se
sacrifican y se obtienen imagenes de los érganos. Se obtiene una semicuantificacion de la fluorescencia de los
organos dibujando regiones de interés (ROI) alrededor de los 6rganos.

La tomografia de fluorescencia se efectia mediante un sistema de formacién de imagenes 3D fDOT. El sistema esté
compuesto por una caja negra, una luz de excitacion procedente de un laser (690 nm, 26 mW, Powertechnology, St
Nom La Bretche, Francia) y de una camara CCD (ORCA ER, Hamamatsu) equipada con un filtro de paso alto RG 9
(Schott, Jena, Alemania). La cartografia 3D de la fluorescencia en el raton se calcula por medio de un algoritmo de
reconstruccion.

Formacion de imagenes de rayos X

Para efectuar la formacion de imagenes de rayos X y la formacion de imagenes de fluorescencia 2D o 3D in vivo, se
anestesian los ratones (isoflurano/oxigeno: 3,5-4 % para la induccion y 1,5-2 % para el mantenimiento).

Las imagenes de tomografia de rayos X se adquieren con el Scanco, viva CT 40 (Scanco Medical, Inc., Bassersdorf,
Suiza) empleando una energia de 65 keV y un tiempo de integracion de 200 ms. Las reconstrucciones 3D de los
pulmones materializan la presencia de aire en los pulmones. La presencia de particulas, por tanto, esta
representada como un "hueco" en las reconstrucciones, ya que las particulas ocupan en parte el lugar del aire.

Los presentes autores poseen igualmente un lecho que se adapta al escaner de rayos X y al tomografo de
fluorescencia, que permite la superposicion de las imagenes y la visualizacion de las colocalizaciones.

Ejemplo 1: Sintesis de nanoparticulas hibridas de gadolinio de tipo Gd-Si-DOTA: SRP (Small Rigid Platforms
o nanoplataformas rigidas)

Las nanoparticulas se obtienen mediante una sintesis en 3 etapas tal como la descrita en el documento
WO02011/135101. En primer lugar, se sintetizan los nacleos de 6xidos en el dietilenglicol antes de un crecimiento de
la capa de polisiloxano seguido de un injerto covalente de complejantes en la superficie de la nanoparticula; el
nucleo de 6xido de gadolinio se disuelve durante el paso por el agua lo que conlleva una fragmentacion de las
particulas que permite obtener particulas pequefias de menos de 5 nandémetros compuestas Unicamente por
polisiloxano, especies organicas y complejantes utiles en la formacion de imagenes.

La ventaja de esta via de arriba a abajo (top down) es que permite obtener particulas muy pequefias que poseen
caracteristicas multimodales que presentan a la vez la ventaja de poder ser eliminadas facilmente por via renal.

Descripcion detallada de la sintesis
Nucleos de oxidos

Se prepara una primera solucion disolviendo 5,58 g de cloruro de gadolinio hexahidratado en 500 ml de dietilenglicol
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(DEG) anhidro a temperatura ambiente. A esta primera solucién se le afiade una segunda solucién de 500 ml de
DEG que contiene 4,95 ml de hidréxido de sodio 10 M. La adicién se efectia a temperatura ambiente durante 24 h.
Se obtiene una solucién coloidal transparente con un tamafio medio para los nicleos de 6xidos de 3,5 nm de
diametro (mediciones obtenidas en PCS y en microscopio TEM).

Encapsulacion

El crecimiento de la capa de polisiloxano se efectia mediante una reaccion de sol-gel afnadiendo dos precursores de
silano (APTES y TEOS) en una proporcion de 60/40 y trietilamina como catalizador. Para tal fin, se afaden 1050 pl
de APTES y 670 pl de TEOS a la solucién anterior con agitacion vigorosa a 40 °C. Con el fin de obtener una
fluorescencia en el IR cercano, se puede acoplar una cantidad variable de APTES a la Cy5.5 mono-NHS-éster
mediante creacion de un enlace amida entre el APTES vy el fluoréforo. Tras 1 h de reaccion, se afiaden 2550 pl de
una solucién de DEG que contiene trietilamina (0,1 M de TEA, 10 M de agua). La reaccién de sol-gel anteriormente
descrita se repite tres veces, cada vez con un intervalo de 24 h. Al final de estas diferentes etapas, la solucién se
deja en agitacion a 40 °C durante 48 h. La solucion coloidal final presenta particulas con un tamafio medio de
4,5 nm.

Funcionalizacién de la superficie

Por ultimo, se afiade un gran exceso de DOTAGA (2 DOTAGA por atomo de Gd) a las particulas haciendo posible la
formacion de un enlace peptidico entre las funciones amina disponibles de la superficie y una funcion acido
carboxilico del ligando. Se dispersan 13,76 g de DOTAGA en 200 ml de DMSO. Después de afadir la solucién de
particulas a la solucion que contiene el DOTAGA, la mezcla se deja con agitacion durante 48 horas mas. Las
nanoparticulas se precipitan a continuacion en 9| de acetona. La acetona se retira y las particulas se lavan con 3 |
de acetona adicionales y se recuperan mediante centrifugacion. Las particulas se redispersan después en 200 ml de
agua destilada, el exceso de acetona se evapora y seguidamente la solucidén se mantiene en agitacion durante 24 h
mas. La purificacién se lleva a cabo mediante centrifugacion tangencial a través de membranas de tipo Vivaspin®
(tamafio de poro: 5 kDa). Finalmente, las soluciones purificadas resultantes se liofilizan y luego se conservan en el
refrigerador durante varios meses sin modificacion del producto. Para obtener particulas mas fluorescentes, también
es posible afiadir la Cy5.5 después del injerto, es decir, después de obtener las particulas por reaccién directa de la
Cy5.5 mono-NHS-éster con las funciones amina libres de la particula. El analisis por fluorescencia de las particulas
ha permitido demostrar que es posible injertar aproximadamente una Cy5.5 por particula. El tamafio de estas
nanoparticulas se ha obtenido por espectroscopia de correlacion de fluorescencia y se ha permitido obtener un
diametro hidrodinamico de 4 nm, ligeramente superior al obtenido sin fluoréforo

Las nanoparticulas sin fluoréforo tiene un radio hidrodinamico de 3 £ 0,1 nm una vez rediluido en solucién acuosa.
La masa de las particulas se ha estimado en 8,5 + 1 kDa después de un andlisis de espectrometria de masas. La
relaxividad longitudinal r1 es de 11,4 mmol's" a 60 MHz. A campo elevado (300 MHz), la relaxividad obtenida a
300 MHz es de 6 mmol's-!. El analisis elemental combinado con el tamafio de las particulas permite obtener un total
de 10 DOTA, 27 Siy 7 Gd por particula. Estos datos han sido confirmados mediante dosificacion potenciométrica y
fluorescencia del nimero de DOTA libres presentes por particula. Antes del uso de las particulas para las
aplicaciones bioldgicas, los DOTA libres se usan para quelar otros iones Gd®* a fin de maximizar la r1 por elemento
(114 mmol's™ por elemento de media) o para quelar iones activos en cintigrafia SPECT o PET. Este método esta
descrito en la bibliografia (Lux et al., Ange. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 12299). Se prepara una solucién de inyeccion
de estas nanoparticulas diluyendo las particulas en una solucion salina con un tampén HEPES a fin de fijar el pH.
Una inyeccién intravenosa al nivel de la cola de roedores (ratas o ratones) ha permitido mostrar una eliminacion
renal de las particulas combinada con una vida util plasmatica dos veces mayor que el DOTAREM®.

Ejemplo 2: Funcionalizacién de nanoparticulas para una vectorizacion activa hacia tumores: SRP-cRGD

Las nanoparticulas usadas para el injerto son similares a las descritas en el ejemplo 1. Poseen, por tanto, un
conjunto de DOTA libres (y, de este modo, funciones acido carboxilico disponibles) para el injerto del cRGD, que es
conocido por ser un vectorizador de la integrina avBs. El injerto del cRGD a la particula se efectia mediante un
acoplamiento peptidico entre una funcién acido carboxilico de una unidad DOTA vy la funcién amina primaria del
péptido cRGD. Las nanoparticulas obtenidas en el ejemplo 1 se diluyen en agua (concentracién préxima a 100 mM
de Gd®*). Se afiade una mezcla de EDC y NHS (3,4 EDC y 3,4 NHS por Gd) a las particulas, el pH se ajustaa 5y la
mezcla se mantiene con agitacion durante 30 minutos. El cRGD (2,3 cRGD por Gd) se disuelve aparte en DMSO
anhidro. Después se afiade a la solucion anterior y el pH de la mezcla se ajusta a 7,1 antes de dejarla en agitacion
durante 8 horas. Por ultimo, la solucién se purifica mediante filtracion tangencial a través de una membrana de 3 kDa
antes de ser liofilizada. El andlisis elemental permite subir a una tasa de cRGD de aproximadamente 2,5 por
particula. Se emplea el mismo protocolo para injertar el cRAD a las nanoparticulas. Estas nanoparticulas serviran de
control durante los ensayos de vectorizacion activa efectuados con el cRGD.

Ejemplo 3: Analisis de la interaccidon de nanoparticulas SRPcRGD obtenidas sequn el ejemplo 2 con células
que expresan la integrina av83 mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.
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Analisis por microscopia de fluorescencia

Se cultivan células HEK293 (B3), que sobreexpresan la integrina av3, sobre portaobjetos en placas de 12 pocillos
(100 000 células por pocillo) durante una noche a 37 °C. Se enguajan una vez con PBS 1X, después con PBS 1X
que contiene CaClz 1 mM y MgClz2 1 mM. A continuacién se incuban durante 30 minutos a 4 °C (analisis de la
fijacién) o 30 minutos a 37 °C (analisis de la internalizacion), en presencia de SRP (nanoparticulas segun el ejemplo
1) con un fluoréforo de tipo Cy5.5, de SRP-cRGD (obtenidas segun el ejemplo 2) Cy5.5 o de SRP-cRAD (obtenidas
segun el ejemplo 2 y que sirven de testigo negativo) Cy5.5 con una concentracion 0,1 mM de iones Gd®*. Después
se enjuagan con PBS Ca?*/Mg?* (1 mM) y se fijan (10 minutos con paraformaldehido al 0,5 %). Los nucleos se
marcan con Hoechst 33342 (5 uM durante 10 minutos) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, Francia). Tras un
lavado con PBS 1X, los portaobjetos se montan con Mowiol. Las imagenes se adquieren con un microscopio
Apotome (Carl Zeiss, Jens, Alemania).

Analisis por citometria de flujo

Antes del analisis de la fijacion, las células adherentes (HEK293 (B3)) se tratan con tripsina, luego se enjuagan una
vez con PBS 1X frio (4 °C) y una segunda vez con PBS 1X Ca?/Mg?* (1 mM) frio. Se resuspende un millén de
células en un volumen final de 200 ul en una solucién de SRP Cy5.5, de SRP-RGD Cy5.5 o de SRP-RAD Cy5.5 con
una concentracion 0,1 mM de iones Gd3* y se incuba durante 30 minutos a 4 °C. Tras dos enjuagues con PBS
Ca?*/Mg?* (1 mM), las células se analizan rapidamente por citometria de flujo (LSR I, Becton Dickinson, Francia).

Para el analisis de la internalizacion, el protocolo es similar con reactivos a 37 °C y una incubacién de 30 minutos a
37° C.

Los resultados obtenidos, en citometria de flujo y en microscopia, han permitido destacar una fijacion y una
internalizacion especifica de las SRP-RGD Cy5.5 en las células HEK293 (B3), fijacion que no se observa con las
SRP Cy5.5 y las SRP-RAD Cy5.5 (resultados no presentados).

Ejemplo 4: Formacién de imagenes IRM del pulmén empleando nanoparticulas SRP sintetizadas de acuerdo
con el ejemplo 1

Se efectud un estudio de concentracion a fin de determinar la concentraciéon de inyecciéon mas adecuada para
observar el mejor contraste en IRM. Los ratones se anestesiaron mediante una inyeccién intraperitoneal empleando
50 pg/g de ketamina (Panpharma, Francia) y 5 pg/g de xilazina (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, Francia).
Tras la adquisicion de las imagenes sin agente de contraste, los ratones se intubaron por via intratraqueal con un
catéter intravenoso de calibre 22 de teflon. Se introdujo un volumen de 50 pl de la solucién de SRP en los pulmones
a través del catéter. Se ensayaron 7 concentraciones diferentes de Gd®* (2, 5, 10, 20, 33, 50 y 100 mM) mientras
que se inyect6 una solucidn salina a un ratén control. Después de finalizar la intubacion, se efectud la adquisicion de
imagenes de los pulmones a intervalos regulares durante un periodo comprendido entre 5 minutos y varias horas
tras la instilacion de la solucion. Entre todas estas concentraciones, la concentracion de 50 mM es la que presenté el
mejor realce de sefial (235 + 15 %), siendo el realce de sefial un poco menor en el caso de la concentracion de
100 mM (171 = 10 %). El realce de sefial se define como la diferencia entre la relacion entre la sefial y el ruido en los
pulmones antes y después de la administracion, normalizada a la relacién entre la sefial y el ruido en los pulmones
antes de la administracion del agente de contraste.

Se conservo, por tanto, la concentracion de 50 mM para realizar estudios posteriores de biodistribucion por IRM. Se
efectud otro estudio empleando esta concentracién optima de 50 mM en 3 ratones. Para estos animales, la
formacion de imagenes IRM de los pulmones, el higado, los rifiones y la vejiga se efectud a intervalos regulares
entre 5 minutos y 2 dias tras la administracion del agente de contraste. Estas operaciones permitieron demostrar que
el tiempo de semivida del agente de contraste excretado por via renal es de 149 + 51 minutos. Esta eliminacion por
via renal de las nanoparticulas es debida a su pequefio tamafio y representa una ventaja real en términos de
toxicidad del agente de contraste. Igualmente, sera importante para una aplicacion original descrita en el ejemplo 10.

Ejemplo 5: Formaciéon de imagenes de rayos X y de fluorescencia 2D y 3D del pulmén empleando
nanoparticulas SRP sintetizadas de acuerdo con el ejemplo 1

Las SRP Cy5.5 liofilizadas obtenidas segun el ejemplo 1 se solubilizan en un volumen adecuado de agua para
obtener una preparacién inyectable durante al menos 30 minutos, a fin de obtener una solucion 100 mM de iones
Gd®*. La suspension de las particulas se diluye después en una solucion que contiene un tampon HEPES y una
solucion salina. La preparacion obtenida presenta un pH de 7,4 y una osmolaridad adecuada para la administracion
a un animal.

La nebulizacién intrapulmonar se efectia empleando un Microsprayer® (PennCentury®). Cada ratéon se anestesia
(mezcla Domtor/ketamina, inyeccion intraperitoneal) y recibe 50 yl de suspension de nanoparticulas por via
intrapulmonar. Los ratones empleados para la prueba de concepto en formacion de imagenes de fluorescencia son
ratones NMRI desnudos de 6 semanas que pesan aproximadamente 25 gramos (Janvier, Le Genest Saint Isle,
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Francia).

Los resultados obtenidos por formacion de imagenes de rayos X y fluorescencia 2D y 3D han demostrado una
distribucién de las nanoparticulas fluorescentes en los dos pulmones después de la nebulizacion. Estos resultados,
presentes en la figura 1, son perfectamente congruentes con los obtenidos en IRM.

Ejemplo 6: Sintesis de nanoparticulas para un efecto radiosensibilizador en tumores de pulmén

Este ejemplo describe la sintesis de nanoparticulas empleadas para un uso como agente de radiosensibilizacion en
el contexto del tratamiento del glioblastoma (G. Le Duc et al., ACS Nano, 2011, 5, 9566). Estas nanoparticulas son
nanoparticulas de 6xido de gadolinio rodeadas de una capa de polisiloxano funcionalizada con DTPA (complejo
quelante también de un ion gadolinio). Se contemplan para un tratamiento de radiosensibilizacion de tumores
pulmonares debido a sus caracteristicas, que son muy similares a las nanoparticulas descritas en el ejemplo 1 (tanto
desde el punto de vista del tamafio como de la morfologia).

La sintesis del nucleo de o6xido de gadolinio se efectia disolviendo la sal de cloruro de gadolinio hexahidratado
(5,576 g) en 100 ml de DEG a temperatura ambiente y con agitacion vigorosa. La suspension se calienta a 140 °C
hasta que se completa la disolucion de la sal (aproximadamente 1 hora). Cuando la solucién es transparente, se
afade gota a gota hidroxido de sodio (4 ml, 3,38 M) a la solucién manteniendo la agitacién vigorosa. Al finalizar esta
adicién, se mantienen la agitacion y el calentamiento durante 3 horas. Se obtiene entonces una solucién coloidal
transparente de nucleos de 6xido de gadolinio que se puede conservar a temperatura ambiente durante varias
semanas sin alteracion.

La funcionalizacién por la capa de polisiloxano se efectia en presencia de precursores de silano (APTES (10,1 ml) y
TEOS (6,4 ml)) y de una soluciéon de hidrdlisis (trietlamina en DEG (0,1 M en TEA y 10 M en agua)). Estas
soluciones se afiaden en varias etapas a 400 ml de la solucién previamente preparada que contiene los nucleos de
oxido de gadolinio ([Gd®*] = 45 mM) con agitacion a 40 °C. Se selecciona una tasa 4 veces superior de silicio con
respecto al gadolinio para esta sintesis (la mezcla de precursores esta compuesta por un 60 % de APTES y un 40 %
de TEOS). La adicién de los diferentes precursores se efectia en 6 etapas sucesivas. Cada etapa consiste en afadir
una parte de la solucién que contiene la mezcla de precursores (un 5 % de la solucioén para la primera etapa, un
15 % para la segunda y un 20 % para las siguientes). El tiempo entre cada adicién se fija en 1 hora. Después de la
ultima adicion, la solucion se deja en agitacion durante 48 horas a 40 °C. Para facilitar su estabilidad coloidal en
medio bioldgico, las nanoparticulas se funcionalizan con DTDTPA mediante un enlace peptidico entre una de las
funciones acido carboxilico activada y una funcion amina procedente del APTES presente en la superficie de las
nanoparticulas. Se afiaden 100 ml de la solucidon coloidal de nanoparticulas previamente obtenida a 4,25 g de
DTDTPA disueltos en 20 ml de DMSO.

Las nanoparticulas se precipitan a continuacion en 500 ml de acetona y el sobrenadante se retira mediante
centrifugacion. El polvo blanco obtenido se lava después con una mezcla de etanol/acetona (85/15) y se retira de
nuevo el sobrenadante mediante centrifugacion (esta operacion se repite 3 veces). Seguidamente, las
nanoparticulas se dispersan en agua y se purifican mediante centrifugacion (a través de membranas Vivaspin® de
5 kDa).

Tras una purificacién por un factor de 1000, las particulas se liofilizan. Después se inyectan directamente empleando
un tampon HEPES y una solucién salina con buena osmolaridad, estando el pH ajustado a 7,4. Estas nanoparticulas
presentan un didmetro hidrodinamico de 2 nm y una r1 a 60 MHz de 9,4 mM-'s™ (la relacion entre r1 y r2 es de 1,13).
Se pueden usar, por tanto, como agentes de contraste T+ a fin de visualizar su biodistribucion y su acumulacion en el
tumor (G. Le Duc et al., ACS Nano, 2011, 5, 9566). Este seguimiento en formacion de imagenes es importante para
determinar el tiempo 6ptimo en el que se ha de iniciar la radioterapia. Estos agentes terapéuticos ya han demostrado
su poder radiosensibilizador in vitro en células cancerosas humanas de cerebro de tipo U87 (P. Mowat et al., Journal
of Nanoscience and Nanotechnology, 2011, 11, 7833-7839). El uso de estas nanoparticulas o de las descritas en los
ejemplos 1 y 2 parece ser particularmente adecuado en el contexto de la lucha contra el cancer de pulmoén
procediendo a una terapia (en este caso, radioterapia) guiada por formacién de imagenes.

Ejemplo 7: Protocolo previsto para una aplicacion de radiosensibilizaciéon de estas nanoparticulas
inyectadas por via respiratoria

Las nanoparticulas sintetizadas segun el ejemplo 1 se inyectan por via respiratoria. Su acumulacién en la zona
tumoral se detecta después mediante IRM (ejemplo 4), formacién de imagenes de fluorescencia acoplada a
tomografia de rayos X (ejemplo 5) o también mediante cintigrafia después de quelar un isétopo radioactivo usado en
PET o en SPECT. Una vez detectada la concentracion de nanoparticulas éptima en la zona tumoral (relaciéon de
contraste entre la zona sana y la zona tumoral), se puede activar el tratamiento de radioterapia. Las nanoparticulas
son eliminadas luego por via renal después de su paso a la sangre. La administracién por via respiratoria permite
inyectar una cantidad menor de nanoparticulas al paciente. Puesto que el tratamiento de radioterapia se efectua de
manera fraccionada en condiciones clinicas, sera posible realizar una nueva administracion de particulas antes de
cada una de las sesiones debido a las posibilidades de eliminacién de las particulas y a las cantidades relativamente
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pequefas inyectadas. Los diferentes ensayos realizados anteriormente en tumores de tipo U87 radiorresistentes
hacen prever resultados interesantes en radiosensibilizacion del pulmén.

Ejemplo 8: Terandstica para el asma

Ninguna técnica de formacion de imagenes no invasiva permite actualmente evaluar la gravedad y extension del
remodelado bronquial en asmaticos severos. El remodelado bronquial corresponde a una evolucién anormal de los
tejidos bronquiales y peribronquiales que continua con inflamaciones bronquiales repetidas. Este remodelado se
manifiesta en diferentes evoluciones histoldgicas: engrosamiento de la membrana subepitelial, aumento de los
depésitos de matriz extracelular, neoangiogénesis, hipertrofia de las glandulas de moco y aumento de masa de los
musculos bronquiales lisos. El remodelado bronquial en asmaticos severos se evidencia por un prondstico
desfavorable, una morbilidad elevada y una degradaciéon marcada de la funcién respiratoria y los pacientes, ademas,
no responden a las terapias habituales. Los asmaticos severos representan el 10 % de la poblacion asmatica, es
decir, 350 000 pacientes en Francia, y mas de la mitad de los costes asociados a esta patologia. Para el desarrollo
de tratamientos eficaces, es crucial disponer de una técnica de formaciéon de imagenes no invasiva que permita
evaluar precisamente la gravedad del remodelado y la respuesta a los tratamientos. El uso de aerosoles de
nanoparticulas injertadas con moléculas de vectorizacién (por ejemplo el tripéptido cRGD para la integrina avf3s, tal
como el descrito en el ejemplo 2) deberia permitir la formaciéon de imagenes de la angiogénesis asociada al
remodelado bronquial para el diagnéstico y la evaluacion de la eficacia terapéutica del tratamiento del asma severa.
Para este fin, se podra implementar un modelo murino de asma croénica. Estos ratones (hembra de tipo Balb/c y de 6
semanas de edad) recibiran inyecciones intraperitoneales de ovoalbumina (100 ug) o de Dermatophagoides
pteronyssinus (D.pter) (100 ug) para la sensibilizacién después de las instilaciones intranasales de los mismos
compuestos a intervalos regulares (los dias 14, 27, 28, 29, 47, 61, 73, 74 y 75) para la aparicién de un remodelado
bronquial 15 semanas después del inicio de la sensibilizacion.

Ejemplo 9: Sintesis de nanoparticulas para un efecto de fototerapia dinamica en tumores de pulmén

La adicion de un fotosensibilizador a las nanoparticulas permite proporcionar a las mismas un efecto toxico bajo la
accion de la luz. No obstante, la luz no puede penetrar en el cuerpo mas alld de unos pocos centimetros y esto
incluso con los cromoforos mas adecuados (absorciéon en la ventana de transparencia de los tejidos, es decir, la
zona proxima al infrarrojo). El principal interés del enfoque por via respiratoria es el de poder obtener una
concentracion en los tumores pulmonares. Estos Ultimos se pueden iluminar después mediante la fibra 6ptica de un
endoscopio (evitando asi problemas de penetracion de los tejidos por la luz).

La sintesis de las nanoparticulas que son activas en la PDT y que se pueden inyectar por via respiratoria se puede
implementar de la siguiente manera:

El cloruro de gadolinio hexahidratado (3,346 g) se afiade a 60 ml de DEG a temperatura ambiente. La suspension se
calienta a continuacion a 140 °C con agitacién vigorosa a fin de asegurar la disolucién completa de la sal de
gadolinio. Después se afiaden gota a gota 4 ml de una solucién de hidroxido de sodio 2,03 M manteniendo la
agitacion vigorosa. La solucién se deja entonces en agitacion a 180 °C durante 3 horas. Se obtiene una solucién
coloidal de nucleos de 6xido de gadolinio que se puede conservar a temperatura ambiente durante varias semanas
sin riesgo de degradacion.

La adicion de un fotosensibilizador derivado de la clorina (TPC) se puede efectuar gracias a la activaciéon de la
funciéon acido carboxilico de la TPC con una mezcla EDC/NHS para obtener el 5,10,15-tri-(p-tolil)-20-(p-
carboxilfenil)clorina-succinimidil éster (TPC-NHS) siguiendo el protocolo descrito por C. Frochot et al. (Bioorganic
Chemistry, 2007, 35, 205-220). Se acoplan 20 mg de TPC-NHS mediante enlace peptidico con 12,3 ul de APTES en
4,2 ml de DMSO anhidro durante 1 noche.

Los precursores de silano (APTES (1,5ml) y TEOS (1,0 ml)) y la solucién de hidrdlisis (solucién acuosa de
trietilamina en DEG (0,015 M en TEA y 1,5 M en agua)) se afiaden en etapas a los 60 ml de DEG que contiene las
particulas con agitacién a 40 °C. La adicion total se realiza en 6 etapas. Cada etapa consiste en afadir una parte de
la solucién de precursores a la solucion coloidal en DEG (un 5 % para la primera etapa, un 15 % para la siguiente y
un 20 % para las ultimas). La solucion que contiene la TPC acoplada al APTES se afiade durante la primera etapa al
mismo tiempo que los otros precursores. El tiempo entre cada adicion es de una hora. Después de la ultima adicién,
la mezcla se mantiene en agitacion durante 48 horas a 40 °C.

Las nanoparticulas se funcionalizan después con DTDTPA mediante un enlace peptidico entre las aminas del
APTES vy la funcién acido carboxilico activada del complejante. A la solucién anterior se afiaden 2,5 g de DTDTPA
en 12 ml de DMSO anhidro. La mezcla resultante se agita entonces durante 1 hora. Las nanoparticulas se precipitan
a continuacion en 300 ml de acetona y el sobrenadante se retira mediante centrifugacion. El polvo obtenido se lava 3
veces con una mezcla de etanol/acetona (85/15). Por ultimo, el polvo se redispersa en agua y se purifica mediante
centrifugacion tangencial sobre una membrana de 5 kDa (Vivaspin®). Este procedimiento se repite varias veces a fin
de alcanzar una tasa de purificacion de al menos 100. La solucion purificada de coloides se liofiliza después.

Ejemplo 10: Vectorizacion pasiva hacia un tumor subcutaneo tras la administracidon intrapulmonar de
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nanoparticulas

Las particulas cianina 5.5 liofilizadas se solubilizan en un volumen adecuado de agua para preparacion inyectable
durante al menos 30 minutos, a fin de obtener una solucién 100 mM de iones Gd** La suspensién de particulas se
diluye después en una solucion que contiene un tampén HEPES y una solucién salina. La preparaciéon obtenida
presenta un pH de 7,4 y una osmolaridad adecuada para la administracién a un animal.

Los ratones han recibido previamente un injerto subcutaneo de células tumorales en el costado. Cuando el tumor
alcanza un tamafio de 5 x 5 mm, los ratones reciben una inyeccién intrapulmonar de nanoparticulas (50 pl por ratéon).
La nebulizacién se efectiia empleando un Microsprayer® (PennCentury®).

Los resultados obtenidos mostraron un paso muy rapido de las particulas al torrente sanguineo (15-20 minutos) a
partir de los pulmones, asociado a una eliminacion renal.

A partir de 5 h desde la nebulizacion se detecta una sefial en el tumor subcutaneo. La sefial aumenta hasta 24 h
después de la administracion.

La biodistribucion es comparable a la obtenida para la administracion de una cantidad equivalente de iones Gd*por
via intravenosa (inyecciéon en la vena caudal), aunque con una acumulacién tumoral pasiva ligeramente menor
(figura 5). Las nanoparticulas inyectadas por via respiratoria presentan la ventaja de asegurar una menor captacion
renal.

Ejemplo 11: Vectorizacion pasiva hacia un tumor pulmonar ortotépico tras la administracion intravenosa o
intrapulmonar de nanoparticulas

Las particulas cianina 5.5 liofilizadas se solubilizan en un volumen adecuado de agua para preparacion inyectable
durante al menos 30 minutos, a fin de obtener una solucion 100 mM de iones Gd3*. La suspension de las particulas
se diluye después en una solucién que contiene un tampdn HEPES y una solucién salina. La preparaciéon obtenida
presenta un pH de 7,4 y una osmolaridad adecuada para la administracién a un animal.

Los ratones han recibido previamente un injerto ortotopico de células tumorales (H358) en el pulmén. Las células
tumorales expresan el gen de la luciferasa de forma estable, lo que permite seguir el crecimiento tumoral por
formacién de imagenes de bioluminiscencia in vivo. Cuando el tumor esta bien establecido y es detectable por
formacion de imagenes de bioluminiscencia in vivo, los ratones reciben una inyeccién intravenosa (200 pl por ratén)
0 una inyeccién intrapulmonar (50 pl por ratén) de nanoparticulas. La nebulizacion se efectia empleando un
Microsprayer® (PennCentury®).

Los resultados obtenidos muestran que, tras la administracion intravenosa, las particulas se distribuyen por la
totalidad del organismo del raton y son eliminadas por via renal. A partir de 5 h desde la administracion se detecta
una sefial por formacién de imagenes de fluorescencia 3D en el tumor pulmonar H358 implantado de forma
ortotdpica en el pulmén. La sefial es estable hasta 24 h postadministracion.

En cuanto a la administracién intrapulmonar, los resultados muestran que, tras la administracion, las particulas
pasan muy rapidamente al torrente sanguineo (15-20 minutos) a partir de los pulmones, y son eliminadas por via
renal. A partir de 5 h desde la nebulizacion la mayor parte de las particulas se eliminan del pulmén y se detecta una
sefial en el tumor pulmonar implantado de forma ortotopica en el pulmén. La sefal es estable hasta 24 h
postadministracion.

Las técnicas de formacion de imagenes de fluorescencia in vivo muestran un buena colocalizaciéon de la
fluorescencia con la presencia del tumor (tomografia de rayos X efectuada antes de la administracién de las
particulas, véase la figura 6).

Las técnicas de formacion de imagenes de fluorescencia y bioluminiscencia ex vivo en los pulmones muestran una
colocalizacion de la sefial de bioluminiscencia (correspondiente a las células tumorales) y de fluorescencia
(correspondiente a las particulas - Cy5.5) (véase la figura 6).

Las particulas, por tanto, son capaces de acumularse de manera pasiva en tumores pulmonares implantados de
forma ortotopica e independientemente de cual sea la via de administracion (intravenosa o intrapulmonar).

Ejemplo 12: Efecto radiosensibilizador de las nanoparticulas en tumores pulmonares tras la administracion
intrapulmonar

Las particulas liofilizadas se solubilizan en un volumen adecuado de agua para preparacion inyectable durante al
menos 30 minutos, a fin de obtener una solucion 100 mM de iones Gd®*. La suspension de las particulas se diluye
después en una solucién que contiene un tampon HEPES y una solucion salina. La preparacion obtenida presenta
un pH de 7,4 y una osmolaridad adecuada para la administracién a un animal.
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Los ratones han recibido previamente un injerto ortotépico de células tumorales (H358) en el pulmén. Las células
tumorales expresan el gen de la luciferasa de forma estable, lo que permite seguir el crecimiento tumoral por
formacion de imagenes de bioluminiscencia in vivo. Cuando el tumor esta bien establecido y es detectable por
formacion de imagenes de bioluminiscencia in vivo, los ratones reciben una inyeccion intrapulmonar (50 pl por ratén)
de nanoparticulas. La nebulizacidon se efectia empleando un Microsprayer® (PennCentury®). Veinticuatro horas
postadministracion, los ratones son irradiados (rayos X) con una dosis Unica en un irradiador convencional.

Los resultados obtenidos muestran que la administracion intrapulmonar de las nanoparticulas antes de la irradiacion

mejora la supervivencia de los ratones, en comparaciéon con solo una radiacién (vease la figura 7). Las particulas
presentan, por tanto, un efecto radiosensibilizador para los tumores pulmonares.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticulas para su uso como agente terapéutico para el tratamiento de tumores de pulmén, dichas
nanoparticulas estando caracterizadas por que

a. presentan un diametro hidrodinamico medio comprendido entre 1 y 5 nm medido mediante espectroscopia de
correlacion foténica,

b. comprenden al menos un agente radiosensibilizador para radioterapia,

c. se administran a una persona o a un animal por via respiratoria, particularmente intranasal o intratraqueal,

y por que son nanoparticulas hibridas que comprenden:

» una matriz de poliorganosiloxano (POS) que incluye, como agente de radiosensibilizacién, cationes de
tierras raras M"™, siendo n un numero entero comprendido entre 2 y 4, opcionalmente asociado a cationes
dopantes D™, siendo m un numero entero comprendido entre 2 y 6, siendo D preferentemente una tierra rara
o un elemento de transicion;

* un agente quelante injertado en la matriz POS mediante enlaces covalentes -Si-C-, en cantidad suficiente
para poder complejar todos los cationes M y, si se requiere, D™,

2. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizadas por que tienen una relaxividad r1
por particula comprendida entre 50 y 5000 mM-".s™".

3. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizadas por que el agente
quelante se selecciona entre los agentes complejantes de los lantanidos, particularmente el acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), el acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA), el acido
1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triaacético (NOTA) o derivados de los mismos.

4. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizadas por que dichas
nanoparticulas comprenden cada una un agente radiosensibilizador seleccionado entre los lantanidos.

5. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizadas por que el lantanido se selecciona
entre Dy, Lu, Gd, Ho, Eu, Tb, Nd, Er, Yb o mezclas de los mismos.

6. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizadas por que
la matriz de POS de cada nanoparticula se obtiene a partir de una nanoparticula precursora que comprende:

- un nucleo que comprende un éxido y/o un oxihidroxido metalico de tierras raras, al menos en parte en forma
catiénica M"™, siendo n un ndmero entero comprendido entre 2 y 4, opcionalmente dopado con un dopante D
presente, al menos en parte, en forma catiénica D™, siendo m un numero entero comprendido entre 2 y 6,
preferentemente una tierra rara o un elemento de transicion;

- al menos una capa de revestimiento que comprende poliorganosiloxanos (POS);

-y, un subrevestimiento que comprende un agente quelante C1 adecuado para complejar los cationes M™;

estando sometida dicha nanoparticula precursora a una disolucién del nucleo mediante un agente modificador del
pH y/o un agente quelante C2, idéntico o diferente a C1, adecuado para complejar la totalidad o una parte de los
cationes M™ y D™ de modo que el didmetro hidrodinamico medio de la nanoparticula asi obtenida, y tal como se
mide mediante espectroscopia de correlacion fotdnica, se reduzca a un valor comprendido entre 1y 5 nm.

7. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizadas por que
tienen atrapado un is6topo radioactivo que se puede usar en cintigrafia y seleccionado preferentemente entre el
grupo constituido por isétopos radioactivos de In, Tc, Ga, Zr, Y, Cu o Lu, por ejemplo '"'In, %mTc, 68Ga, %4Cu, 89Zr,
90Y o 177|_u'

8. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizadas por que
las nanoparticulas comprenden cada una un agente radiosensibilizador seleccionado entre un lantanido, un éxido
y/o un oxihidroxido de lantanido, siendo el lantanido el gadolinio.

9. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizadas por que tienen una relacion
masica de gadolinio comprendida entre un 5 % y un 50 %.

10. Nanoparticulas para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizadas por
que se usan a la vez como agente de contraste IRM T1 para la formacion de imagenes de tumores de pulmén y
como agente radiosensibilizador para el tratamiento de tumores de pulmon.

11. Uso de las nanoparticulas tales como las definidas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9 como

agente de contraste para la formacion de imagenes del pulmén, caracterizado por que las nanoparticulas se
administran al paciente por via respiratoria, por ejemplo intranasal o intratraqueal.
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12. Uso de las nanoparticulas de acuerdo con la reivindicacién 11, como agente de contraste T+ para la formacion de
imagenes por resonancia magnética.

13. Uso de las nanoparticulas de acuerdo con una de las reivindicaciones 11 a 12, como agente de contraste
multimodal adecuado para la formaciéon de imagenes IRM Ti, y una o varias técnicas de formacion de imagenes
diferentes seleccionadas entre:

i. cintigrafia PET o SPECT,
ii. fluorescencia en el infrarrojo cercano,
iii. tomodensitometria de rayos X.

14. Método de formacién de imagenes médicas no invasivo en una persona o un animal, que comprende las etapas
siguientes:

i. se administra una composicion que comprende nanoparticulas, tales como las definidas en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10, como agente de contraste IRM T4, por via respiratoria, por ejemplo en forma de
aerosol,

ii. se capturan las imagenes IRM mediante una secuencia IRM apropiada.

15. Nanoparticulas tales como las definidas de acuerdo con la reivindicaciéon 6, para su uso en un método de
diagnostico de una patologia pulmonar cancerosa en una persona o un animal, comprendiendo dicho método las
etapas siguientes:

i. se administra al paciente por diagnosticar una composicidon que comprende nanoparticulas ultrafinas sin nucleo
basadas en gadolinio, tales como las definidas en la reivindicacion 6, como agente de contraste IRM T+, por via
respiratoria, por ejemplo en forma de aerosol,

ii. se capturan las imagenes IRM mediante una secuencia IRM apropiada,

iii. se detecta la presencia o la ausencia de tumor pulmonar para establecer el diagndstico.
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FIGURA 4
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Biodistribucion de las SRP Cy5.5 24 h después de la inyeccion
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