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@Resumen:

Composicion de nanofilamentos para el tratamiento
de tumores.

La presente invencion se refiere a composiciones que
comprenden nanofilamentos y al menos un excipiente
para su empleo en el tratamiento antitumoral, donde
los nanofilamentos, que actlan como agentes
neoplasicos, estan funcionalizados con suero
procedente de sangre humana. Asimismo, se
contempla el procedimiento de obtencién de dichas
composiciones.
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DESCRIPCION

Composicién de nanofilamentos para el tratamiento de tumores

Objeto de la invencion

La presente invencion tiene su campo de aplicacion dentro del sector sanitario, principalmente en el sector de la
Oncologia. En concreto, se refiere a composiciones para el tratamiento de tumores basadas en el empleo de
nanofilamentos como agentes antineoplasicos.

Antecedentes de la invencion

El Cancer es una enfermedad altamente heterogénea donde algunas células que se dividen rapidamente
escapan a todos los mecanismos de control genético resultando en innumerables mutaciones aleatorias (Navin
et al. Tumor evolution inferred by single cell sequencing. Nature 472, 90-94, 2011). Algunos de estas
mutaciones son incompatibles con la supervivencia celular, pero otras proporcionan ventajas genéticas
sustanciales que inevitablemente conducen a una resistencia a diferentes farmacos. Como resultado, las
terapias dirigidas a genes o proteinas son sélo efectivas de forma transitoria hasta que surgen nuevas
adaptaciones o mutaciones celulares que eluden el efecto del farmaco. Por esta razon, la resistencia genética a
la quimioterapia es uno de los problemas a los que se enfrenta la farmacologia a medio plazo.

Los microtibulos celulares son dianas de numerosos farmacos anticancerosos (Jordan, M.A. & Wilson, L.
Microtubules and actin filaments: Dynamic targets for cancer chemotherapy. Curr. Opin. Cell Biol. 1, 123-130.
1998; Jordan M. Mechanism of Action of Antitumor Drugs that Interact with Microtubules and Tubulin. Curr. Med.
Chem. 2, 1-17,2012). Estos microtdbulos intracelulares naturales son polimeros ensamblados a partir de
subunidades de tubulina que se nuclean y organizan en el centrosoma. Los microtibulos son polimeros
dinamicos que van alternando continuamente entre fases de ensamblaje y desensamblaje en una escala de
segundos in vivo (Mitchison, T. & Kirschner, M. Dynamic instability of microtubules growth. Nature. 312, 237-242,
1984) (Matson, D. R. & Stukenberg, P.T. Spindle posions and cell fate: A tale of two pathways. Mol Interv. 11,
141-150, 2011). Este comportamiento dinamico es crucial para la reorganizaciéon del citoesqueleto de la célula
durante la proliferacién celular (Mitchison, T et al. 1984). De hecho, los farmacos anticancerosos que interfieren
con la dindmica los microtubulos son activos contra un amplio rango de tipos de céncer y son algunos de los
tratamientos antineoplasicos mas usados. Estos farmacos se comportan como “venenos” o disruptores del huso
mitético, perturbando su ensamblaje, lo que provoca a la parada mitética y eventualmente desencadena la
muerte celular (Jordan, M.A.et al, 1989; Matson, D.R. et al, 2011; Zhou, J, et al. Targeting microtubules for
cancer chemotherapy. Curr. Med. Chem. Anti-Cancer Agents, 5, 65-71, 2011).

Asi, los farmacos anticancerosos que interfieren con la dindmica de los microtiubulos son los farmacos mas
efectivos y mas empleados desde hace 50 afios. Estos farmacos impiden selectivamente la proliferacion celular
descontrolada bloqueando la division celular, interfiriendo con la dinamica de los microtibulos de las células y
actuando como agentes proliferativos. Los farmacos de esta familia son la colchicina, la vinblastina y vincristina
y los responsables de promover la unién y estabilizar el microttbulo, como los taxanos (familia del paclitaxel) o
las epitolonas. Estos farmacos interaccionan con la molécula de tubulina, en unas regiones muy especificas de
la estructura de la beta-tubulina, que el estado de la técnica ha definido claramente (Figura 1).

En particular, el paclitaxel (taxol®) favorece la estabilizacion de los microtibulos y provoca la desorganizacion
del huso mitético y la consiguiente parada del ciclo celular en la transicion metafase/anafase, lo que finalmente
mata a las células del cancer por apoptosis.

A pesar de ser uno de los agentes antitumorales mas empleados en las ultimas décadas, el paclitaxel tiene
bastantes desventajas, como su insolubilidad en solventes salinos. Ademas las células del cancer han
encontrado numerosas formas de escapar de estos farmacos antimitéticos y evadir la muerte celular, por
ejemplo (i) modificando mediante mutaciones puntuales el sitio de unién de estas drogas a la tubulina, (ii)
mediante modificaciones postransduccionales de las tubulinas, (iii) alterando la composicion de isotipos de
tubulina en los microtibulos, (iv) alterando a las proteinas reguladoras de la tubulina o microtabulos, y
finalmente, (v) modificando el propio ciclo celular, acortando o debilitando el SAC o provocando la salida de
mitosis por un proceso que se denomina escape o deslizamiento mitético (del inglés mitotic slippage).

A nivel sistémico todos estos farmacos tienen ademas innumerables inconvenientes pues son inhibidores de la
proliferacién de todas las células del organismo, lo cual tiene importantes efectos secundarios en el paciente
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que es tratado.

Por ello, desafortunadamente, el desarrollo de resistencias genéticas a estas drogas y su significativa toxicidad
insta a encontrar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento del cancer.

En este sentido, la nanotecnologia proporciona alternativas completamente diferentes a las terapias
antineoplasicas tradicionales, empleando estrategias muy distintas a los farmacos, dado que no precisan de
genes o proteinas diana para matar las células del cancer.

De forma particular, los nanotubos de Carbono (NTCs) representan una clase de materiales altamente versatiles
que muestran propiedades mecanicas, térmicas y electronicas muy interesantes. Los NTCs son capaces de
atravesar tejidos y penetrar en el interior de las células por diferentes mecanismos, fundamentalmente por
endocitosis, donde pueden interactuar con nanoestructuras subcelulares (Shi, X., et al. “Cell entry of one
dimensional nanomaterials occurs by tip recognition and rotation. Nat. Nanotechnol. 6, 714-719 (2011),
(Lacerda, L. et al. “Translocation mechanisms of chemically functionalised carbon nanotubes across plasma
membranes. Biomaterials 33, 3334-3343, 2012). Dependiendo de su longitud y didametro, los diferentes tipos de
NTC se comportan de forma diferente in vivo. Se ha descrito ya la interaccion de estas fibras con ADN (Li, X,
Peng et al. “CNTs selective destabilization of duplex and triplex DNA, inducing B-A transition in solution. Nucleic
Acids Res. 34, 3670-3676, 2006), filamentos de actina (Holf, B. et al. Carbon nanotubes reorganize actin
structures in cells and ex vivo. ACS Nano 4, 4872-4878, 2010) o microtibulos. En particular, los nanotubos de
carbono multipared (MWCNTSs) pueden ensamblar polimeros biosintéticos mixtos con tubulina in vitro (Figura 2)
(Pampaloni, F. et al. Microtubule architecture: Inspiration for novel carbon nanotube-based biomimetic materials.
Trends Biotechnol. 26, 302-310, 2008) (Dinu et al. “Tubulin encapsulation of CNTs into functional hybrid
assemblies. Small 5, 310-315, 2009) e in vivo (Rodriguez et al, "Muiltiwalled Carbon Nanotubes Display
Microtubule Biomimetic Properties in Vivo, Enhancing Microtubule Assembly and Stabilization”. 2012 ACS Nano,
vol.6, n° 8, 6614-6625), siendo esta interaccion biomimética favorecida por muchos factores. Ambos,
microtubulos y MWCNTs, son polimeros unidimensionales que comparten propiedades como su ratio
longitud/diametro, flexibilidad, autoensamblaje y su tendencia a formar racimos para aumentar su resistencia.

Una vez en el citosol, los MWCNTs interaccionan con la tubulina ensamblando polimeros biosintéticos que
interfieren significativamente con la dinamica microtubular, favoreciendo la nucleacion ectépica de microtibulos
y desensamblando el centrosoma. Esto da lugar a la desorganizacion del huso mitético (Figura 3), bloqueando
a las células en metafase y desencadenando la apoptosis. Asi, los MWCNTs se comportan como los
tradicionales farmacos disruptores del huso mitético (Matson D.R. et al. 2011) pero con la gran ventaja de que
no requieren sitios especificos (dianas moleculares) de unién molecular en la molécula de la tubulina (Figura 1).

Los nanofilamentos en general, y los NTC en particular, al no ser farmacos tradicionales y ser bastante estables
quimicamente, proporcionan grandes mejoras en la inhibicién de la dinamica microtubular. La unién microtdbulo-
nanofilamentos no depende de dianas especificas en proteinas sino que funciona por cuestiones morfolégicas
siendo de esta manera mucho mas dificil que las células desarrollen un sistema de resistencia a estos nano-
medicamentos (Figura 1). Existen en el estado de la técnica trabajos que confirman los efectos antiproliferativos
y propaptoticos de los NTCs en la linea celular HeLa derivada de un cancer humano (Rodriguez et al, 2012).

Pero para que este fendmeno ocurra los nanofilamentos deben de estar bien dispersados, de forma individual,
para asi poder interaccionar con los microtubulos longitudinalmente. Si los nanofilamentos entran en las células
agregados en forma de ovillos o racimos, no tienen ningun efecto anticanceroso, pues, aunque podrian matar a
las células no lo harian de forma especifica. Serian fagocitados fundamentalmente por macréfagos y quedarian
almacenados intracelularmente, pero sin unirse a los microttbulos y sin impedir la proliferacién celular.

Ante la necesidad existente de terapias antineoplasicas alternativas, los autores de la presente invencion, tras
un importante trabajo de experimentacién, han desarrollado una composicién a base de nanofilamentos efectiva
en el tratamiento de numerosos tipos de células tumorales.

Los autores de la presente invencién han conseguido la dispersién total de los nanofilamentos en la
composiciéon de forma individualizada, o casi individualizada, recubiertos por proteinas procedentes de suero
obtenido de la sangre del propio paciente, lo que evita reacciones inmunolégicas no deseadas, y permite
obtener de este modo una separacién de los nanofilamentos satisfactoria en suspension para su aplicacion y
adecuada para lograr la actividad antitumoral reivindicada en la invencion (Figura 4).

La composicién de la invencion puede aplicarse de forma tdpica o parenteral, por ejemplo por inyeccion
intratumoral, o bien por depésito, tras una reseccion tumoral.
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El tratamiento a nivel tépico permite disminuir de forma ventajosa los posibles efectos citotéxicos sistémicos.

Entre los tumores accesibles topicamente, el de piel es el mas comun dentro de la poblacion caucasiana. Tiene
una tasa de incidencia muy alta, excediendo la suma de todos los demas tipos de cancer combinados
(Simonette et al, 2009). De forma mas destacada, existen tres formas de tumores de la piel: melanoma maligno
cutaneo, carcinoma de las células basales (BCC) y el carcinoma de células escamosas (SCC).

BCC y SCC se clasifican como céancer de piel no-melanoma, siendo BCC el mas comun y constituyendo un 75%
de los casos (Anthony M.L., Surgical Treatment of nonmelanoma skin cancer. AORN, vol.71, n°3 (March 2000),
pp.550-564, ISSN 0001-2092). La incidencia del cancer de piel no melanoma ha ido aumentando de manera
constante, suponiendo un desafio en términos de gestién de la sanidad publica. Ademas, este tipo de cancer
tiene un gran impacto en los costes de atencion sanitaria. Este tipo de cancer no es mortal pero puede destruir
organos sensoriales faciales como oidos, nariz y labios (Alam, M. et al. Delayed treatment and continued growth
of nonmelanoma skin cancer. Journal of American Academy Dermatology, vol.64, n° 5, (May 2011) pp. 839-848,
ISSN 0190-9622). Por ello, estas lesiones se tratan preferiblemente mediante técnicas no invasivas.

Por el contrario, los canceres de piel tipo melanoma son un tipo agresivo que puede producir metastasis y
puede causar la muerte. Este tipo de céncer se origina a partir de melanocitos, células productoras de
pigmentos, y esta asociado con la exposicién crénica al sol (Einspahr et al. Chemoprevention of human skin
cancer. Critical Reviews in Oncology/Hematology, vol. 41, n°3 (March 2002), pp. 269-285, ISSN 1040-8428).
Puesto que los melanomas presentan una mortalidad mucho mas alta que los no-melanomas, se requieren
diferentes tratamientos, incluyendo intervenciones invasivas (Martinez & Otley, THe mandament of melanoma
and nonmelanoma skin cancer: a review for the primary care physician. Mayo Clinic Proceedings, vol. 76,
(december 2001), pp. 1253-1265, ISSN 0025-6196).

Hay algunos tratamientos ampliamente empleados para cancer de piel no melanoma como legrado, cirugia,
crioterapia y quimioterapia. Sin embargo, estos tratamientos conducen a inflamaciones severas, dolor y
cicatrices poco atractivas (Lopez et al, Photodynamic therapy of skin cancer: controlled drug delivery of 5-ALA
and its esters. Advanced Drug Delivery Reviews, vol.56, n° 1 (january 2004), pp. 77-94, ISSN 0169-409X). Por
su parte, los tratamientos para melanoma son principalmente cirugias ya que estos tumores pueden ser
resistentes a los tradicionales tratamientos con quimio y radioterapia (Davids & Kleeman, Combatin5-7372, doi
10.1016/.ctrv.2010.11.007) melanoma: the use of photodynamic therapy as a novel, adjuvant therapeutic tool.
Cancer Treatment Reviews (december 2010) ISSN 0302010). Los tratamientos no quirtrgicos para melanomas
estan limitados a terapias adyuvantes, como inmunoterapia, bioquimioterapia, terapia génica y terapia
fotodinamica (Martinez & Otley, 2001; Davids & Kleeman 2010).

Por tanto, la administracion topica de los medicamentos contra este tipo de cancer en concreto, es una
alternativa interesante para reducir los efectos secundarios y para incrementar las dianas de los farmacos y los
beneficios terapéuticos.

En el cancer de piel, las investigaciones actuales llevadas a cabo en el estado de la técnica persiguen el desafio
de poder aumentar la penetracion del farmaco a unos niveles que permitan matar las células tumorales. Asi, se
han desarrollado diversas técnicas y formulaciones para atravesar con éxito las barreras de la piel y alcanzar las
células tumorales, favoreciendo de este modo la penetracion del farmaco en las capas profundas de la
epidermis. El empleo de potenciadores quimicos de la penetracion es la estrategia mas sencilla, causando una
disrupcioén temporal y reversible del estrato cérneo incrementando la penetracién del farmaco en el tumor.

Los tratamientos antitumorales topicos se pueden aplicar en forma de cremas 0 emulsiones, por ejemplo en
canceres de piel muy accesibles, o en forma de inyecciones o depésitos de farmacos intra/peri-tumorales, o tras
las extirpacion del tumor. En todos estos casos se persigue un mayor efecto a nivel local minimizando el efecto
citotoxico sistémico. De hecho existen ya tratamientos tdpicos contra la queratosis actinica, asi como de los
canceres de piel de células basales y de células escamosas, generalmente cremas que contienen 5-
fluorouracilo o 5-FU (Efudex®, Carac®, otros) o Imiquimod (Aldara™). Este mismo tratamiento también se ha
empleado para el cancer de vagina. En ambos casos su aplicacion topica no es suficientemente eficaz,
eliminando unicamente las células cancerosas cercanas a la superficie de la piel.

Pero ademas de los carcinomas superficiales, otros tumores son también objeto de esta nanoterapia tépica. Un
ejemplo son los carcinomas de vejiga o de célon, e incluso los glioblastomas, cuyo tratamiento de eleccién es la
reseccion quirtrgica, y donde existen ya dispositivos de liberacién de farmacos in situ pos-exéresis, como los
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implantes de carmustina (GLIADEL® Wafer (polifeprosan carmustine implant).

Dentro de esta aplicacién topica, en el estado de la técnica, existe ademas gran interés por los sistemas de
liberacion de nanoparticulas que protejan los farmacos de la degradaciéon y que, combinados con métodos
fisicos, incrementen de forma significativa la penetracion del farmaco en el tumor, actuando como vehiculos del
mismo (Stephany FlLeury et al. Topical administration of anticancer drugs for skin cancer treatment. Skin
Cancers, Risk Factos, prevention and therapy).

La composicion de la presente invencién, supone un importante avance en el estado de la técnica, ya que, a
diferencia de lo divulgado hasta el momento, los nanofilamentos actian por sus propiedades como agentes
neoplasicos en la composicién y no como vehiculos de otros farmacos o de matenal genético, por ejemplo de
ARN de interferencia.

La composicién de la invencion ademas presenta efectos antimigratorios (antimetastaticos) en una gran
variedad de lineas celulares de diferentes origenes (tumores epiteliales, neurales, cancer de mama, etc),
reduciendo asi el riesgo de diseminacién tumoral.

La composicion de la invencion presenta por tanto importantes aplicaciones clinicas, pudiéndose emplear en el
tratamiento adyuvante o neo-adyuvante de muchos tipos de canceres o tumores, a través de diferentes vias de
aplicacion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: lzquierda: Estructura del dimero de tubulina y su interaccion con los diferentes farmacos
anticancerosos (Numeros ID del banco de datos del NCBI: tubulina unida a colchicina, 3£22; tubulina unida a
vimblastina,414T; tubulina unida a paclitaxel, 1JFF; y tubulina unida a epotilona,1TVK por el orden de Ia figura).
Derecha: modelo propuesto de la interacciéon de un nanofilamento (NTC) con un protofilamento del microtibulo.
Como se aprecia en la figura la superficie de interaccion entre ambos es muy superior a la que presentan los
farmacos tradicionales.

Figura 2: Modelo de interaccion de los nanofilamentos con los microtibulos para bloquear su dindmica.

Figura 3: (A-C) Efecto “disruptor del huso mitético” inducido por el tratamiento con nanotubos en células de
cancer humano (HelLa). Alteraciones observables en la disposicion de los microtabulos (filamentos) del huso
mitotico durante la division celular en presencia de nanofilamentos. Se observa la disposicion de los
cromosomas (en blanco). (D-E) Nucleos celulares (masas de color blanco) en apoptosis como resultado del
tratamiento celular con NTC.

Figura 4: (A) Resuspension de NTC en diferentes medios. Los medios de la izquierda y centro muestran como
la composicién objeto de la invencion es eficiente resuspendiendo los NTC. En el fondo del tubo no se observan
depésitos de NTC precipitados y se observa una solucién ennegrecida resultado de la gran cantidad de NTC
que contiene en suspension. (B,C) Diagrama de un nanofilamento, antes y después de su recubrimiento con
proteinas procedente del suero humano a escala (Albumina). (D, E) Imagenes de microscopia electronica de
nanotubos de carbono sin funcionalizar y (derecha) y funcionalizados con el recubrimiento de proteinas séricas
(a diferente escala, ver la barra de escala indicada).

Figura 5: a) (izquierda) Diagrama del eje nucleo-centrosomal (flecha discontinua) desde el centro del ndcleo
(N) al centrosoma (derecha). Reorganizacion del citoesqueleto microtubular durante la metafase para formar el
huso mitético (como se ve en la Figura 4). b) Diagrama de la disposicion del nucleo (N), centrosoma (C) y
citoesqueleto microtubular (filamentos) en células control y en las tratadas con los nanotubos objetos de la
invencion durante la migracién. Las fuerzas de traccién microtubulares estan representadas por pequefias
flechas. La polaridad celular y la direccion de migracion relativa al eje nicleo-centrosomal se indican por una
flecha gruesa.

Figura 6: Inhibicion de la migraciéon en células tumorales de diferentes naturalezas, todas ellas humanas
tratadas con nanotubos de carbono (arriba). Células de glioblastoma humano obtenidas de tumores
procedentes de especimenes quirlrgicos (centro y abajo) trayectorias de otras lineas de células tumorales
humanas (indicadas). Las trayectorias corresponden al total de la distancia migratoria recorrida por las células
en 5 h (control a la izquierda y las tratadas a la derecha). Los resultados muestran como los NTC son
inhibidores potentes de la migracién celular tumoral.
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Figura 7. Gréfico de citometria de flujo que muestra los resultados obtenidos en células SK-Mel-2, establecidas
a partir de melanomas humanos primarios, tras el tratamiento de las células con NTC funcionalizados con suero
humano. Se observa una clara disminucion de las células en G2 (indicado por flechas blancas), lo que indica un
bloqueo de las células en G1, es decir una clara inhibicién de la divisién celular.

Figura 8. Histograma que representa las velocidades medias de las células SKMEL-2 tratadas con NTC
funcionalizados con suero animal (suero tipo 1) y suero humano (suero tipo 2).

Descripcidén de la invencién

En una realizacién principal, la presente invencién se refiere a una composicién que comprende nanofilamentos
y al menos un excipiente para su empleo en el tratamiento antitumoral, donde los nanofilamentos, que actian
como agentes neoplasicos, estan funcionalizados con suero humano (a partir de ahora composicién de la
invencion).

En la presente invenci6n, el término nanofilamentos abarca tanto nanofibras como nanotubos o nanohilos, y en
general, cualquier nanomaterial que presente dos dimensiones, una de ellas con tamafio inferior a 80
nanémetros de didmetro. En adelante hablaremos genéricamente de nanofilamentos.

Los nanofilamentos, por su condicion, tienen una gran relacion de peso/superficie y por ello tienden a formar
agregados en forma de racimos (bundles). Los nanofilamentos, al entrar a las células, si lo hacen en forma de
ovillos o racimos, no pueden interaccionar con los microtlbulos y, por tanto, no pueden llevar a cabo su efecto
antitumoral. La funcionalizacion de los nanofilamentos permite su dispersion e individualizacién en solventes, en
este caso biocompatibles (tipo suero salino 6 similar), pudiendo asi penetrar por endocitosis en la célula de
forma individualizada y ejercer su efecto.

La funcionalizacién de los nanofilamentos con suero permite modificar las propiedades fisicas de la superficie
de estos nanomateriales, como son la solubilidad y dispersabilidad, que son fundamentales para que puedan
ejercer sus propiedades biolégicas, permitiéndoles tener una mejor interaccién con los receptores (moléculas
biolégicas) de las membranas de las células del cancer.

En la presente invencién la funcionalizacién se lleva a cabo con suero procedente de sangre humana,
preferiblemente del propio paciente, lo que de forma muy ventajosa evita complicaciones de tipo inmunolégico
en sus aplicaciones terapéuticas.

El empleo de suero del paciente permite la dispersion total de los nanofilamentos de forma individualizada, o
casi individualizada al quedar los nanofilamentos recubiertos por proteinas todas procedentes del suero del
propio paciente, evitando reacciones inmunolégicas no deseadas y obteniendo de este modo una separacién de
los nanofilamentos satisfactoria y adecuada (Figura 4). Estas proteinas hacen que las células reconozcan
especificamente a los nanotubos que las rodean como algo propio, endocitandolos activamente, y una vez en el
citosol celular éstos puedan actuar interfiriendo con los procesos dindmicos de los microtibulos formando
haces. Cuando esto ocurre, las células en divisién que precisan de una dinamica microtubular muy activa se
quedan bloqueadas en metafase y terminan por morir (Figuras 3D, 3E, 7).

En la Figura 4 se puede observar la dispersién de nanotubos en medios fisiolégicos tras su funcionalizacion con
suero bovino, suero equino y suero humano respectivamente (Figura 4A de izda. a dcha.) y los modelos de
interaccién de las proteinas séricas (en el caso del diagrama, sero-albumina) con la superficie del nanotubo (a
escala) (Figura 4B, 4C respectivamente), asi como micrografias electrénicas que muestran los NTC antes
(Figura 4 D) y después de la funcionalizacion con estas proteinas (Figura 4E).

En una realizacién particular, los nanofilamentos empleados en la composiciéon de la invencién presentan un
diametro extemo comprendido entre 5 y 50 nm y una longitud comprendida entre 200 y 20.000 nm

De forma particular, los nanofilamentos empleados en la composicién de la invencién pueden ser nanotubos de
carbono (NTC) ultrapuros, de una o varias paredes (multipared). De forma preferida, los nanotubos de carbono
presentan 3-12 paredes de grafeno.

Los NTC se pueden sintetizar u obtener comercialmente (por ejemplo marca Nanocyl). Se deben caracterizar a
nivel de impurezas mediante espectroscopia Raman, como se muestra en el estado de la técnica (Rodriguez et
al. 2012).

En una realizacién preferida, la concentracion de nanofilamentos resuspendidos en la composicién final para su
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aplicacion esta comprendida entre 0,1 y 100 pg/ml de excipiente.

La composicién de la invencion es adecuada para su aplicacion por via tépica o parenteral. Ademas, la
composicion de la invencién también se puede aplicar mediante su depésito (por ejemplo mediante una jeringa)
en una zona tras la reseccion quirtrgica de cualquier tipo de tumor sélido, por ejemplo un glioblastoma o un
sarcoma, para evitar [a migracion de las células tumorales o peritumorales.

En el caso de la administracion via topica, la composicion de la invencién puede emplearse en el tratamiento de
tumores accesibles tépicamente (como por ejemplo melanomas malignos, carcinomas basocelulares, canceres
de cabeza cuello, queratosis actinicas y nevos displasicos). Los tratamientos antitumorales tépicos se pueden
aplicar en forma de cremas o emulsiones, en canceres de piel muy accesibles, o en forma de inyecciones o
depésitos de farmacos intra/peri-tumorales, o tras las extirpacion del tumor.

En el caso de la administracion por via parenteral, la composicién puede emplearse en el tratamiento de
tumores accesibles mediante endoscopia (como los digestivos, tipo cancer de colon, ginecolégicos, de vejiga,
pancreas e incluso de cerebro), accesibles mediante inyeccion intratumoral directa (cualquier tipo de tumor
so6lido), micro-inyecciéon (como por ejemplo en los tumores accesibles desde la piel) o en tumores accesibles
tépicamente (inyectando a través de la piel o de forma subcutanea).

El excipiente empleado en la composicién de la invenciéon puede ser cualquiera empleado en un producto de
uso tépico o parenteral. De forma particular, el excipiente puede ser un medio salino, como solucién salina,
suero fisiolégico o similar.

En el caso de la aplicacion por via tépica, [a composicién puede presentarse en forma de cremas, pomadas, etc,
donde el excipiente comprende un medio no acuoso a base de acidos grasos, geles de hidrocarburos, vaselinas
y/o polimeros biodegradables.

La composicion de la invencion puede emplearse como terapia adyuvante o neoadyuvante. Asi, puede
emplearse como coadyuvante en terapias antitumorales o anti-cancerosas.

Asimismo, se contempla la composicion de la invencién para su empleo en el tratamiento de tumores con riesgo
de metastasis. El trabajo de experimentacioén desarrollado por los autores de la invencion ha permitido mostrar
como ademas los nanofilamentos son capaces de desorganizar el citoesqueleto microtubular de las células
tratadas cuando se encuentran en interfase. Este hecho resulta en la pérdida del eje nicleo-centrosomal y una
pérdida del control de las fuerzas de tracciéon durante la migracion celular, lo que resulta en una velocidad de
migracién menor (Figura 5) (Tabla 1) y unas trayectorias celulares aleatorias (Figura 6). Por ello, la aplicacion
de la composicion de la invencién por depésito en [a zona tras la exéresis del tumor, o en [a periferia del tumor o
en los bordes de una herida quirtirgica tras la extirpacion del tumor, permite inhibir o disminuir significativamente
la probabilidad de metastasis de las células del cancer residuales en fa zona.

Finalmente, en otro aspecto principal de la invencién se contempla un procedimiento para la obtencién de la
composicion de la invencion que comprende los siguientes pasos:

a) Lavado de las impurezas de los nanofilamentos con HCI,

b) Reajuste del pH de los nanofilamentos obtenidos en a) mediante lavado con un buffer fosfato por
centrifugacion hasta alcanzar un pH fisiolégico,

c) Resuspensién de los nanofilamentos obtenidos en b) en una mezcla formada por suero procedente
de sangre humana y un excipiente mediante agitacion por vortex,

d) Dispersion de los nanofilamentos mediante la aplicaciéon de ciclos de sonicacién a la solucién
obtenida en c) y eliminacioén de los agregados micrométricos mediante la aplicaciéon de centrifugacion
tras cada ciclo de sonicacion a una velocidad comprendida entre 10.000-13.000 rpm, y

e) Recogida de los nanofilamentos dispersados en d) libres de agregados micrométricos.

El paso d) puede repetirse las veces necesarias hasta que se considere 6ptima la resuspension.

De forma preferida, la mezcla del paso c) esta formada por el suero y solucién salina en una relacién 1:10-1:20.

Tras este tratamiento los nanofilamentos pueden permanecer en suspension durante dias, e incluso semanas.
Para su re-uso se deben de incluir antibidticos en la solucion. No obstante pare su reutilizacion posterior
conviene centrifugar de nuevo y eliminar los agregados.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1

Estudio del efecto anti-proliferativo de los NTC en células de cancer humano.

Se emplearon nanofilamentos (NTC) comerciales (marca Nanocyl) de 3-12 paredes de grafeno de
aproximadamente 4-12 nm de diametro y longitudes diferentes (del orden de 1.5 ym) y de altisima pureza. Se
lavaron con HCI 37% y se reajusté el pH mediante centrifugacion a 13.000 r.p.m. con buffer fosfato hasta
alcanzar un pH fisiol6gico. Para su resuspension se afadi6 suero bovino en medio de cultivo celular a una
concentracion final de 1:10 (v/v) (10%). Los NTC se dispersaron mediante sonicacién durante 2 min, frecuencia
de 20 kHz, 130 W en un SONICS Vibracell VCX130 y posteriormente fueron sometidos a centrifugacion a
13.000 rpm en una microfuga estandar para eliminar la impurezas y agregados de nanotubos no dispersos en
suspension (figura 4, (A) (tubo de la derecha) y (E).

En la figura 4A se observa el color oscuro de las soluciones que contienen monofilamentos (en este caso
nanotubos de carbono) caracterizados por su color negro (por el carbén de su composicion). Se observa como
estos al ser recubiertos con proteinas séricas presentan una gran estabilidad y excelente dispersion en el
solvente.

Las diferentes lineas celulares objeto del estudio (HeLa, MCF7, SH-SY5Y, US87MG y GBM) fueron sometidas a
una solucién de 0.25 ug/ml de los NTC funcionalizados con el suero bovino como se indica méas arriba. El
tratamiento duré 70 horas. Tras el tratamiento las células se fijaron con paraformaldehido al 4%, se
permeabilizaron con 1% triton X100 en PBS y se tifieron con Hoechst 33342. Para determinar la fraccién GO
(células apoptéticas) y el ciclo celular se realizé una citometria de flujo. El resultado de este estudio muestra
como estas condiciones de exposicion a los NTC muestran un claro efecto pro-apoptético y anti-proliferativo
(Figura 2) y confirma que el recubrimiento con proteinas séricas de los NTC favorece su intemalizacién por las
células produciendo un efecto anti-proliferativo y pro-apoptético en modelos celulares.

Ejemplo 2

Efecto inhibitorio de los NTC en la migracion de diferentes modelos de células de cancer humano.

Se emplearon nanofilamentos (NTC) preparados del mismo modo que en el ejemplo anterior. Las diferentes
lineas celulares objeto del estudio (HeLa, MCF7, SH-SY5Y, U87MG y GBM) fueron sometidas una solucion de
0.25 pg/ml de NTC funcionalizados con el suero bovino como se indica arriba. El tratamiento duré 70 horas.

El efecto anti-migratorio se determiné mediante observacion de las células tratadas durante 5 horas en una
estacion de célula viva NikonTi. Se realiz6 una microscopia de time-lapse obteniéndose una imagen cada 15
minutos en la pelicula para poder asi realizar un rastreo celular (cell tracking) y determinar las velocidades
medias indicadas en la tabla 1 y las trayectorias (algunas se muestran en la figura 6). Este estudio demuestra
que el efecto del recubrimiento con proteinas séricas, favorece la internalizacion de los NTC por las células del
cancer y, tras la internalizacion, la interaccion con los microtubulos resultando en una clara inhibicién de la
migracion celular en casi todos los modelos de cancer humano testados (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto inhibitorio en la migracién de los NTC en diferentes modelos de células de cancer humano (DF = Grados de
libertad; t = test t de Student y p= probabilidad). Velocidad en nm/s.
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Control MWCNT Disminucién de Nivelde
Cell type . DF t/p L .
Velocidad media  velocidad media la velocidad significancia (%)
Hela 06 . T4204 41% 245 7.2<100 >09.99
MCF7 162041  15%04 6% 130 0.4/0.64 NS
SH-SYSY - 87£0.7 6804 2% 114 2.3/0.02 95-98
US7TMG  85%02 6.1£0.2 28 % 249 7.1/<10™° >99.99
GBM 92802 - 76204 . 188% 408 6.5i<10° >99.99
Ejemplo 3

Efecto de NTC funcionalizados con suero humano en la proliferacion y migracién de células de melanoma
humano.

Se llevé a cabo un ensayo para el estudio del efecto de los NTC funcionalizados del mismo modo que los
anteriores pero comprobando si el efecto observado con suero bovino era similar al suero humano. En el ensayo
se emplearon células SK-Mel-2, establecidas a partir de melanomas humanos primarios. Las células fueron
sometidas una solucién de 0.25 pg/ml de NTC funcionalizados con suero bovino (como control de los resultados
esperables) y suero humano de voluntarios informados. La resuspensién de los NTC y el tratamiento de las
células se realizaron igual que se describe en los dos ejemplos anteriores. Para caracterizar el ciclo y muerte
celular por apoptosis se realizé un estudio de citometria de flujo (Figura 7).

Este ejemplo muestra como el tratamiento con NTC funcionalizados con suero humano en células de melanoma
maligno humano produce un efecto citotoxico superior en mas de un 14,5% al control (células sin tratar con
nanotubos y crecidas en el mismo suero empleado para funcionalizar los NTC). También se observa un claro
efecto de bloqueo proliferativo con una clara disminucion de las células en G2 (flecha blanca), lo que indica un
bloqueo de las células en G1, es decir, una clara inhibicién de la division celular.

Asimismo, se comprob6 que los NTC funcionalizados con suero humano inhibian significativamente la migracion
de las células procedentes de melanomas humanos. El procedimiento de incubacién y toma de datos se realiz6
como en los ejemplos anteriores.

En el histograma de la Figura 8 se presentan las velocidades medias de las células anteriores (SK Mel-2). Se
observé cémo las células de melanoma eran también sensibles al tratamiento con NTC funcionalizados con dos
tipos diferentes de suero. En el primer caso (tipo 1) se empled suero animal y en el segundo (tipo 2) suero
humano. En ambos casos se aprecio una caida significativa en la velocidad de migracion.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos realizados in vitro se puede concluir que los NTC
funcionalizados con proteinas séricas procedentes de suero humano favorece la resuspension y endocitosis de
los NTC por células del melanoma maligno humano, ejerciendo un efecto antiproliferativo, propapoptético y
antimigratorio.
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende nanofilamentos y al menos un excipiente para su empleo en el
tratamiento antitumoral, donde los nanofilamentos estan funcionalizados con suero procedente de
sangre humana.

Composicion segun la reivindicacion 1 donde el suero es del propio paciente.

Composicion, segun la reivindicacion 1, donde los nanofilamentos presentan un diametro externo
comprendido entre 5 y 50 nm y una longitud comprendida entre 200 y 20.000 nm.

Composicion, seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los nanofilamentos son
nanotubos de carbono.

Composicion segun la reivindicacion 4 donde los nanotubos de carbono son multipared.

Composicion, segun la reivindicacion 5 donde los nanotubos de carbono presentan de 3-12 paredes de
grafeno.

Composicion seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-6 donde la concentracion de nanofilamentos
esta comprendida entre 0,1-100 pg/ml de excipiente.

Composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su empleo en el tratamiento
antitumoral por via topica, parenteral o por deposito tras reseccion quirdrgica.

Composicion, segun la reivindicacion 8, para su empleo en el tratamiento de tumores de la piel.
Composicion, segun las reivindicaciones 1-9 para su empleo en el tratamiento de tumores con riesgo
de metastasis.

. Procedimiento para la obtencion de la composiciéon de las reivindicaciones 1-10 que comprende los

siguientes pasos:

a) Lavado de los nanofilamentos con HCI,

b) Reajuste del pH de los nanofilamentos obtenidos en a) mediante lavado con buffer fosfato por
centrifugacion hasta alcanzar un pH fisiolégico,

c) Resuspension de los nanofilamentos obtenidos en b) en una mezcla formada por suero y un
excipiente mediante agitacion por vértex,

d) Dispersion de los nanofilamentos mediante la aplicacion de ciclos de sonicacion a la solucién
obtenida en c¢) y eliminacion de agregados micrométricos mediante la aplicacién de
centrifugacion tras cada ciclo de sonicacion a una velocidad comprendida entre 10.000-13.000

r.p.m,y
e) Recogida de los nanofilamentos dispersados en d) libres de agregados micrométricos.

Procedimiento segun la reivindicacién 11 donde la mezcla del paso c) estd formada por el suero y
solucion salina en una relacién 1:10-1:20.

10
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400254

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 IANCU, C. et al. International Journal of Nanomedicine 2011, Vol. 6, 2011

pp. 129-141.
D02 MOCAN, L. et al. International Journal of Nanomedicine 2011, Vol. 6, 2011

pp. 915-928
D03 US 20130183354 Al (HARRISON, R.G. et al.) 18.07.2013
D04 HEISTER, E. et al. ACS NANO 2010, Vol. 4, N° 5, pp. 2615-2626 09.04.2010
D05 VILLEGAS, J.C. et al. Advanced Healthcare Materials 2013, Vol. 3, 15.08.2013

N° 3, pp. 424-432

2. Declaracion motivada seguln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecuciéon de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es una composicion que comprende nanofilamentos funcionalizados con suero procedente de
sangre humana para su empleo en el tratamiento antitumoral y un procedimiento para la obtencién de la misma.

El documento D01 divulga un sistema transportador o carrier para hanotubos de carbono multipared (MWCNT), que se unen
a albumina de suero humano (HSA), y su uso para el tratamiento del carcinoma hepatocelular humano, ya que el conjunto
HSA-MWCNT favorece la ablacion térmica de las células HepG2 (linea celular del carcinoma de higado hepatocelular
humano), presentando eficacia terapéutica selectiva respecto a los hepatocitos normales (ver pagina 129, resumen). Los
ensayos demuestran que los nanotubos de carbono funcionalizados con albumina de suero humano se unen selectivamente
al receptor albondina (aka Gp60) localizado en la membrana de las células HepG2, seguido de la absorcion a través de un
proceso de endocitosis dependiente de cavolina (pagina 139, conclusion).

Del mismo modo, el documento D02 divulga un método de ablacion mediada por laser de células cancerigenas marcadas
con nanotubos de carbono funcionalizados (nanofototermolisis). Asi, se describe el uso de nanotubos de carbono multipared
(MWCNT) funcionalizados con albumina de suero humano (HSA) para la nanofototermolisis selectiva de células
pancreaticas cancerigenas. La irradiacion externa con laser de muestras extraidas quirirgicamente de pacientes con cancer
de pancreas, después de haber administrado intra-arterialmente HSA-MWCNT, provoca la necrosis extensiva del tejido
maligno, sin que haya efectos dafiinos para la parénquima sana que lo rodea (ver pagina 915, resumen).

El documento D03 divulga una composicién Util para la deteccion y destruccion de tumores o células cancerosas que
comprende una proteina o péptido ligante, que puede ser anexina V, unido o asociado fisiol6gicamente a un nanotubo de
carbono, que puede ser de pared sencilla, doble o multiple (parrafo [0058]), que puede contener ademas una entidad
macromolecular sustancialmente inerte, como puede ser albumina de suero humano (ver parrafo [0297]). El documento
divulga también diversos procedimientos de obtencion de los complejos nanotubos-proteina, basados en didlisis, adsorcion
por desplazamiento o sonicacién (ver parrafos [0094]-[0096]).

La diferencia existente entre la composicion de la invencién y las composiciones divulgadas en los documentos D01-D03 es
que los nanotubos de éstas comprenden albumina de suero humano, mientras que en la composicién de la invencién la
funcionalizacién se realiza con suero procedente de sangre humana, en concreto, del propio paciente.

La sustitucion de albimina por suero de sangre humana del propio paciente presenta un efecto técnico asociado, como es la
dispersion total de los nanofilamentos de forma individualizada, evitando reacciones inmunoldgicas no deseadas. Ademas,
se considera que el experto en la materia no seria capaz de llegar a la composicion de la invencion sin el desarrollo de la
experimentacion adecuada, por lo que dicha composicion, ademas de ser nuevo, posee actividad inventiva.

El documento D04 divulga un estudio sobre la estabilidad de nanotubos de carbono funcionalizados en diferentes medios in
vivo e in vitro, que incluye el andlisis de la dispersion de nanotubos oxidados en fluidos biolégicos, como medios de cultivo
celular y plasma humano, y su toxicidad hacia células cancerigenas. De este estudio se desprende que la funcionalizacion
de los nanotubos influye en la capacidad de dispersion y biocompatibilidad de los mismos (ver pagina 2615, resumen).
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El documento D05 divulga el uso de nanotubos de carbono multipared (MWCNTS) para la terapia del cancer de cerebro,
debido a su capacidad para atravesar las barreras celulares y a su habilidad intrinseca para bloquear la proliferaciéon de las
células cancerosas promoviendo la apoptosis de las mismas (ver pagina 1, resumen). Dentro de este estudio se divulgan
dispersiones estables de MWCNTSs en suero de caballo, que contiene proteinas y lipidos que interaccionan con la superficie
de los nanotubos y evitan la agregacion o precipitacion de éstos durante los experimentos (ver pagina 2, apartado 2.1).

Los documentos citados muestran sdlo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno de ellos,
tomado solo 0 en combinacion con los otros, divulga ni contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la materia
hacie una composicion que comprende nanofilamentos funcionalizados con suero procedente de sangre humana
(reivindicacion 1) y, por tanto, tampoco hacia un procedimiento para la obtencién de la misma (reivindicacion 11).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-12 relne los requisitos de novedad y actividad
inventiva recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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