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DESCRIPCION

Formulaciones no toxicas de nanoparticulas radioluminiscentes para usar como agentes radiosensibilizantes del
cancer

Campo de la invencién

La invencidon se refiere generalmente a una formulacion en la que particulas de tungstato metalico estan
encapsuladas dentro de revestimientos poliméricos biocompatibles dirigidos a células enfermas.

Antecedentes

Aunque la radioterapia es un componente clave del tratamiento contra el cancer, existen efectos secundarios
significativos. Por tanto, existe un gran interés en el desarrollo de medios para conseguir los beneficios de la
radioterapia con efectos negativos reducidos. Un area activa actual de investigacion intenta desarrollar agentes
quimicos (denominados "radiosensibilizantes") que hacen que las células cancerosas sean mas faciles de destruir
con menos radiacién. Sin embargo, los métodos actuales de radiosensibilizacion (tales como farmacos
antineoplasicos o nanoparticulas fotoeléctricas) no son satisfactorios debido a su toxicidad o ineficacia.

Recientemente, se ha inventado una tecnologia completamente nueva, denominada "Terapia de radioluminiscencia
(RLT)" para afrontar las limitaciones de los métodos de radiosensibilizacion anteriores. Esta tecnologia se basa en
un nuevo tipo de radiosensibilizante, concretamente, las "Particulas radioluminiscentes (RLP)". Los ejemplos mas
prometedores de dichos materiales incluyen tungstatos metalicos y molibdatos metalicos. Estas RLP producen luz
UV con radiacién fotdnica de alta energia. Bajo la influencia de las RLP, la radiaciéon destruye células cancerosas
significativamente mejor; por tanto, se puede conseguir el mismo efecto terapéutico con menos radiacién. Al usar
menos radiacion se pueden reducir los efectos secundarios de la radioterapia en los pacientes.

Estas aplicaciones, sin embargo, requieren el desarrollo de formulaciones de nanoparticulas (NP) que sean
adecuadas para aplicaciones in vivo; principalmente, las nanoparticulas formuladas deben ser suficientemente
pequefias, quimica y bioldgicamente inertes, y estables frente a la agregacidon en condiciones fisiologicas. La
presente invencion demuestra uno de dichos métodos de formulacion, en el que nanoparticulas radioluminiscentes
se encapsulan en revestimientos de copolimeros en bloque biocompatibles.

El documento US5595724 divulga la preparacion de una composicion diagnéstica de tungstato de calcio. Las
particulas de tungstato de calcio se revisten con un agente de estabilizacién convencional, tal como albumina.

Sumario de la invencion

En un aspecto, la presente invencion reivindicada proporciona una formulacion, como se define en la reivindicaciéon
1. La formulacién comprende una particula cristalina o agregado de particulas encapsulado dentro de un copolimero
en bloque anfifilico biocompatible que comprende poli(etilenglicol-bloque-acrilato den-butilo) (PEG-PnBA) o
poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA), en donde dicha particula es una nanoparticula de tungstato de
calcio (CaWOs). Puede ser que la particula sea un material compuesto que comprenda (i) CaWOs y (ii) otro
compuesto inorganico u organico biocompatible.

En otro aspecto mas, la presente invencion reivindicada proporciona una particula radioluminiscente encapsulada en
polimero, como se define en la reivindicacion 6. Dicha particula es una nanoparticula de tungstato de calcio
(CaWOa) y el polimero es un copolimero en bloque anfifilico biocompatible que comprende poli(etilenglicol-bloque-
acrilato den-butilo) (PEG-PnBA) o poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA).

Puede ser que la dimension media mas grande de dicho material de particula esté en el intervalo entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 50.000 nm en su estado sin agregar. En otro aspecto mas, la dimension
media mas grande de dicho agregado de particula estd comprendida entre aproximadamente 10 nm vy
aproximadamente 500.000 nm. En otro aspecto mas, el diametro medio de dicha particula o agregado de particula
esta comprendido entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 500 nm.

Puede ser que dicha particula o dicho material de revestimiento esté funcionalizado con un agente diana especifico
de células enfermas en seres humanos o animales. Puede ser que las células enfermas sean células cancerosas.

Puede ser que el diametro medio de dicho material en forma de particulas esté en el intervalo entre
aproximadamente 0,1 y 1.000 nm. Puede ser que el diametro medio de dicha particula esté comprendido entre
aproximadamente 1 y 10 ym. Puede ser que el diametro medio de dicha de particula esta en el intervalo entre
aproximadamente 1 y 200 nm. Puede ser que la particula encapsulada en polimero esté funcionalizada o conjugada
con un agente diana especifico de un cancer. Puede ser que el agente diana sea una molécula biolégica que tenga
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afinidad especifica por dicho cancer con el fin de potenciar la administracion de dichas particulas encapsuladas en
polimero a células tumorales. Puede ser que la particula esté funcionalizada con polietilenglicol (PEG), poli(acido
D,L-lactico-aleat-acido glicolico) (PLGA), o una de sus combinaciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencidon seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada, los ejemplos y las figuras. Deberia entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos
especificos, si bien indican realizaciones preferidas de la invencion, se proporcionan Unicamente a modo ilustrativo,
ya que diversos cambios y modificaciones comprendidos en el alcance de la invencién, que se define por las
reivindicaciones, seran evidentes para los expertos en la materia a partir de esta descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Diagrama de bandas de energia que explica las transiciones moleculares de electrones asociadas con
los procesos de fotoluminiscencia y radioluminiscencia de CWO

Figura 2. Modelos XRD de B-CWO, L-CWO, M-CWO y S-CWO en comparacion con el patréon de difraccion
convencional del CWO masivo (PDF n.° 07-0210).

Figuras 3A - 3l. Imagenes de TEM a bajo aumento representativas de (Figura 3A) L-CWO, (Figura 3D) M-CWO
y (Figura 3G) S-CWO. Imagenes de TEM de alta resolucion de (Figura 3B) L-CWO, (Figura 3E) M-CWO y (Figura
3H) S-CWO. Se muestran en la (Figura 3C), (Figura 3F) y (Figura 3l) transformadas de Fourier 2D de las
regiones marcadas de (Figura 3B), (Figura 3E) y (Figura 3H), respectivamente.

Figuras 4A - 4F. Diametros hidrodinamicos medios de (Figura 4A) L-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura
4B) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 4C) S-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 4D) L-CWO
revestidas con PEG-PLA, (Figura 4E) M-CWO revestidas con PEG-PLA y (Figure 4F) S-CWO revestidas con
PEG-PLA en agua Milli-Q (rojo) y NaCl 150 mM (azul). Se llevaron a cabo todas las mediciones a una
concentracion de CWO idéntica de 0,025 mg/ml.

Figuras 5A - 5F. Espectros de emisién de fluorescencia de muestras de CWO (Figura 5A) sin revestir con BCP,
(Figura 5B) revestidas con PEG-PnBA y (Figura 5C) revestidas con PEG-PLA con una excitacion de 200 nm.
Intensidades de fluorescencia de muestras de CWO (Figura 5D) sin revestir con BCP, (e) revestidas con PEG-
PnBA y (Figura 5F) revestidas con PEG-PLA medidas a una longitud de onda de emision fija de 420 nm en
funcién de la longitud de onda de excitacién. Se muestran también los ajustes lineales de los datos usados para
calcular las energias del salto de banda de fluorescencia (es decir, las intersecciones de x). Se llevaron a cabo
todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de 0,1 mg/ml.

Figuras 6A - 6F. Espectros de emisién de fosforescencia de muestras de CWO (Figura 6A) sin revestir con BCP,
(Figura 6B) revestidas con PEG-PnBA y (Figura 6C) revestidas con PEG-PLA con una excitacion de 200 nm (con
un tiempo de desintegracion de 4 ms, un tiempo de retraso de 0,2 ms, un tiempo de permanencia de 5 ms y un
tiempo promedio de 100 ms). Intensidades de fosforescencia de muestras de CWO (Figura 6D) sin revestir con
BCP, (Figura 6E) revestidas con PEG-PnBA y (Figura 6F) revestidas con PEG-PLA medidas a una longitud de
onda de emision fija de 420 nm en funcién de la longitud de onda de excitacion. Se muestran también los ajustes
lineales de los datos usados para calcular las energias del salto de banda de fluorescencia (es decir, las
intersecciones de x). Se llevaron a cabo todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de
0,1 mg/ml.

Figuras 7A-7H. Intensidades OSL de (Figura 7A) de B-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 7B) L-CWO
revestidas con PEG-PnBA, (Figura 7C) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 7D) S-CWO revestidas con
PEG-PnBA, (Figura 7E) B-CWO revestidas con PEG-PLA, (Figura 7F) L-CWO revestidas con PEG-PLA, (Figura
7G) M-CWO revestidas con PEG-PLA y (Figura 7H) S-CWO revestidas con PEG-PLA medidos a una longitud de
onda de emision fija de 550 nm con una excitacion de 700 nm en funcién del tiempo tras una irradiacion de rayos
X de 6 MV (a una dosis total de 20 Gy y una tasa de dosis de 0,4 Gy/min). Se llevaron a cabo todas las
mediciones a una concentracién de CWO idéntica de 1,0 mg/ml en agua Milli-Q.

Figuras 8A y 8B. Fotografias de NP M-CWO revestidas con PEG-PLA (1,0 mg/ml en agua Milli-Q) (Figura 8A)
200 nm con irradiacién UV y (Figura 8B) y rayos X 6 MV.

Figuras 9A y 9B. Espectros de RMN 1H de (Figura 9A) PEG113-PnBA46 y (Figura 9B) PEG113-PLA44 BCP.
Figuras 10A y 10B. Trazas de GPC para (Figura 10A) PEG113-PnBA46 (Mw/Mn = 1,45) y (Figura 10B)
PEG113-PLA44 (Mw/Mn=1,17) BCP.

Figuras 11A -11C. Micrografias épticas de (Figura 11A) B-CWO sin revestir, (Figura 11B) B-CWO revestido con
PEG-PnBA y (Figura 11C) B-CWO revestidas con PEG-PLA en agua Milli-Q (todas a una concentracion idéntica
de CWO de 1,0 mg/ml). Las barras de escala representan 20 ym.

Figuras 12A - 12B. Espectros de (Figura 12A) fluorescencia y (Figura 12B) fosforescencia de citrato (en agua
Milli-Q), CTAB (en agua Milli-Q), oleilamina (en cloroformo), acido oleico (en cloroformo), PEG-PnBA (en agua
Milli-Q), PEG-PnBA (en cloroformo), PEG-PLA (en agua Milli-Q) y PEG-PLA (en cloroformo) medidos con una
excitacion de 200 nm.

Figuras 13A - 13C. (Figura 13A) espectros de absorcion UV de B-CWO sin revestir (disperso en agua Milli-Q), L-
CWO revestidas con citrato (en agua Milli-Q), M-CWO revestidas con CTAB (en cloroformo), y S-CWO revestidas
con oleilamina/acido oleico (en cloroformo). (Figura 13B) espectros de absorcion UV de B-CWO revestidas PEG-
PnBA, L-CWO revestidas con PEG-PnBA, M-CWO revestidas con PEG-PnBA y S-CWO revestidas con PEG-
PnBA. (Figura 13C) espectros de absorcion UV de B-CWO revestidas con PEG-PLA, L-CWO revestidas con
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PEG-PLA, M-CWO revestidas con PEG-PLA, y S-CWO revestidas con PEG-PLA. todas las muestras de CWO
revestidas con BCP se dispersaron en agua Milli-Q.

Figuras 14A - 14F. Espectros de absorcion en el UV visible de (Figura 14A) PEG-PnBA en agua Milli-Q, (Figura
14B) PEG-PLA en agua Milli-Q, (Figura 14C) citrato en agua Milli-Q, (Figura 14D) CTAB en agua Milli-Q, (Figure
14AE) &cido oleico en cloroformo y (Figura 14F) oleilamina en cloroformo.

Figuras 15A - 15H. Espectros de emisién OSL de (Figura 15A) de B-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura
15B) L-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 15C) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 15D) S-CWO
revestidas con PEG-PnBA, (Figura 15E) B-CWO revestidas con PEG-PLA, (Figura 15F) L-CWO revestidas con
PEG-PLA, (Figura 15G) M-CWO revestidas con PEG-PLA y (Figura 15H) S-CWO revestidas con PEG-PLA
medidos en el modo fluorescencia con una excitacion de 700 nm como funciones del tiempo tras una irradiacion
de rayos X de 6 MV (a una dosis total de 20 Gy y una tasa de dosis de 0,4 Gy/min). Se llevaron a cabo todas las
mediciones a una concentracién de CWO idéntica de 1,0 mg/ml en agua Milli-Q.

Figuras 16A - 16H. Espectros de emisién OSL de (Figura 16A) de B-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura
16C) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 16E) M-CWO revestidas con PEG-PnBA y (Figura 16G) S-
CWO revestidas con PEG-PnBA medidos en modo fluorescencia con una excitacion de 700 nm como funciones
del tiempo tras una irradiaciéon de rayos X de 6 MV (a una dosis total de 5 Gy y una tasa de dosis de 0,4 Gy/min).
(Figura 16B), (Figura 16D), (Figura 16F) y (Figura 16H) son graficos de las intensidades OSL estimadas a una
longitud de emision fija de 550 nm de (Figura 16A), (Figura 16AC), (Figura 16D) y (Figura 16G), respectivamente.
Se llevaron a cabo todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de 0,1 mg/ml en agua Milli-Q.
Figuras 17A - 17H. Espectros de emisién OSL de (Figura 17A) de B-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura
17C) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 17E) M-CWO revestidas con PEG-PnBA y (Figura 17G) S-
CWO revestidas con PEG-PnBA medidos en modo fluorescencia con una excitacion de 700 nm como funciones
del tiempo tras una irradiacion de rayos X de 6 MV (a una dosis total de 5 Gy y una tasa de dosis de 0,4 Gy/min).
(Figura 17B), (Figura 17D), (Figura 17F) y (Figura 17H) son graficos de las intensidades OSL estimadas a una
longitud de emision fija de 550 nm de (Figura 17A), (Figura 17C), (Figura 17D) y (Figura 17G), respectivamente.
Se llevaron a cabo todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de 1,0 mg/ml en agua Milli-Q.
Figuras 18A - 18H. Espectros de emisién OSL de (Figura 18A) de B-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura
18C) M-CWO revestidas con PEG-PnBA, (Figura 18E) M-CWO revestidas con PEG-PnBA y (Figura 18G) S-
CWO revestidas con PEG-PnBA medidos en modo fluorescencia con una excitacion de 700 nm como funciones
del tiempo tras una irradiacién de rayos X de 6 MV (a una dosis total de 20 Gy y una tasa de dosis de 0,4
Gy/min). (Figura 18B), (Figura 18D), (Figura 18F) y (Figura 18H) son graficos de las intensidades OSL estimadas
a una longitud de emisién fija de 550 nm de (Figura 18A), (Figura 18C), (Figura 18D) y (Figura 18G),
respectivamente. Se llevaron a cabo todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de 0,1 mg/ml en
agua Milli-Q.

Descripcion detallada de la invencion

Esta seccién introduce aspectos que pueden ayudad a facilitar una mejor comprensiéon de la divulgacion. Por
consiguiente, estas declaraciones deben leerse de esta forma y no deben considerarse como admisiones acerca de
lo que es o lo que no es técnica anterior.

En respuesta a la necesidad no satisfecha, en el presente documento se divulgan formulaciones en las que
particulas de tungstato metalico estan encapsuladas dentro de revestimientos poliméricos biocompatibles dirigidos a
células enfermas. Dichas formulaciones convierten las particulas de tungstato metalico en adecuadas para la
obtencién de imagenes y aplicaciones terapéuticas in vivo.

Especificamente, tal como se describe adicionalmente a continuacién, se presenta en el presente documento una
formulacion que comprende una particula cristalina o agregado de particulas encapsulado dentro de un copolimero
en bloque anfifilico biocompatible que comprende poli(etilenglicol-bloque-acrilato den-butilo) (PEG-PnBA) o
poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA), en donde dicha particula es una nanoparticula de tungstato de
calcio (CaWOs). Puede ser que la particula sea un material compuesto que comprenda (i) CaWOs y (ii) otro
compuesto inorganico u organico biocompatible.

Puede ser que la dimension media mas grande de dicho material de particula esté en el intervalo entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 50.000 nm en su estado sin agregar. Puede ser que la dimensién media
mas grande de dicho agregado de particulas esté en el intervalo entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente
500.000 nm. Puede ser que el diametro medio de dicha particula o agregado de particulas esté en el intervalo entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 500 nm.

Puede ser que la particula o dicho material de revestimiento esté funcionalizado con un agente diana especifico de
células enfermas en seres humanos o animales. Puede ser que las células enfermas sean células cancerosas.

En otro aspecto mas, se presenta una particula radioluminiscente encapsulada en polimero, en donde dicha
particula es una particula de tungstato de calcio (CaWOQa4). Especificamente, Dicha particula es una nanoparticula de
tungstato de calcio (CaWOs) y el polimero es un copolimero en bloque anfifilico biocompatible que comprende
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poli(etilenglicol-bloque-acrilato den-butilo) (PEG-PnBA) o poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA).
Puede ser que el diametro medio de dicho material en forma de particulas esté en el intervalo entre
aproximadamente 0,1 y 1.000 nm. Puede ser que el diametro medio de dicha particula esté comprendido entre
aproximadamente 1 y 10 ym. Puede ser que el diametro medio de dicha de particula esta en el intervalo entre
aproximadamente 1 y 200 nm. Puede ser que la particula encapsulada en polimero esté funcionalizada o conjugada
con un agente diana especifico de un cancer. Puede ser que el agente diana sea una molécula bioldgica que tenga
afinidad especifica por dicho cancer con el fin de potenciar la administracion de dichas particulas encapsuladas en
polimero a células tumorales. Puede ser que la particula esté funcionalizada con polietilenglicol (PEG), poli(acido
D,L-lactico-aleat-acido glicélico) (PLGA), o una de sus combinaciones.

Los cristales de CaWO4 (CWO) se han estudiado por sus propiedades Unicas de luminiscencia. CWO produce un
espectro de emision amplio con excitacion a longitudes de onda < 250 nm debido a la coordinacion tetraédrica del
WO4y a la coordinacion deltaédrica del CaOg;' las fotografias que se muestran en la Figura 8 demuestran la emision
de luz azul por las NP CWO con una excitacion UV de 250 nm o con rayos X de 6 MV. Los célculos de los orbitales
moleculares sugieren que WO4? en el estado tetraédrico WO4 tiene una banda de valencia compuesta de orbitales
de oxigeno 2p (O(2px + 2py + 2pz)) y una banda de conduccién compuesta de orbitales de tungsteno 5d (W 5de
(W(5dz2 + 5dxoy2)) y W 5dt2 (W(5dxy + 5dyz + 5dxz))) (Figura 1). Una transiciéon electrénica desde los orbitales
moleculares W 5dt2 a O 2p del WO4 produce una emision de luz azul a una longitud de onda de 420 nm. Una
emision verde a 480 - 490 nm se ha atribuido a los centros de defectos por vacantes de oxigeno en WO3 0 a la
transicion electronica desde los orbitales moleculares W 5de a O 2p del ion complejo WO4%. Se ha observado
también una emision roja desde el CaWOs inactivado con una longitud de onda de excitacion mas larga y se ha
adscrito a transiciones electrénicas en complejos de tungstato superiores. El estado singlete de CWO tiene una
constante del tiempo de desintegracion relativamente larga (8 us), lo que convierte este material en adecuado para
usar en sistemas integrados de deteccion de rayos X como material de centelleo. Se han estudiado las propiedades
de luminiscencia estimuladas optica y térmicamente de CWO irradiado respecto a aplicaciones potenciales en
dosimetria. Los cristales de CWO masivos se usan actualmente en diversas aplicaciones incluyendo pantallas
intensificadoras de rayos X, diodos emisores de luz, centelleadores y dosimetria. EIl CWO es quimicamente estable,
no libera iones WO y es insoluble en solucién acuosa. Su MSDS lo clasifica como una sustancia no peligrosa que
no posee propiedades carcinogénicas y no requiere declaraciones de precaucién. Los estudios que investigan
materiales de empaste dental que poseen radioopacidad han ensayado el CaWOu4 sin encapsular para determinar su
biocompatibilidad y no se ha encontrado toxicidad asociada contra las lineas de células periodontales y
osteogénicas. Ademas, se ha comprobado que el CaWOas encapsulado no posee citotoxicidad detectable contra
células Hela.

En la actualidad, no se han publicado datos sobre la toxicidad de CWO en su forma nanoparticulada. Las NP CWO
tienen poca estabilidad coloidal en soluciéon acuosa. Los procedimientos de sintesis convencionales para preparar
NP CWO implican el uso de materiales tensioactivos como citrato de sodio, bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB),
o poli(etilenglicol) (PEG) como agente de control y estabilizacion de la reaccion. Sin embargo, las capacidades de
estabilizacion de estos tensioactivos son muy limitadas. El citrato es un ligando anionico. EI CTAB forma un
revestimiento cationico. El PEG no se fisisorbe sobre CWO, y la funcionalizacién con PEG ("PEGilacién") de las NP
CWO requiere la modificacion quimica del PEG. Un estudio notifico el uso de un tensioactivo no iénico TritonX-100
para la produccién de las NP CWO en la fase de ciclohexano de un sistema de microemulsion.

La PEGilacién de nanoparticulas proporciona una barrera estérica para la adsorcion de proteinas de opsonizacion,
dando como resultado una toxicidad reducida y propiedades farmacocinéticas mejoradas. La conjugacion quimica de
las cadenas de PEG prefabricadas a la superficie de la nanoparticula es un método comun para producir NP
pegiladas. Sin embargo, este método no produce capas de PEG injertadas densas debido al impedimento estérico
producido por las cadenas de PEG inicialmente injertadas. La PEGilacidon incompleta de las NP da como resultado
una baja estabilidad coloidal. Como alternativa, se pueden usar copolimeros en bloque anfifilicos basados en PEG
(BCP) para encapsular las estructuras micelares del polimero revestido con PEG en las NP mediante un proceso de
intercambio de disolventes. Se ha demostrado que este método produce unidades NP/BCP muy estables que
mantienen su estabilidad e integridad tras la exposicién a entornos fisiolégicos.

Como se ha sefialado anteriormente, la particula encapsulada en polimero de la invencion puede estar
funcionalizada o conjugada con un agente diana especifico de un cancer. Puede ser que dicho agente diana sea una
molécula bioldgica que tenga afinidad especifica por dicho cancer con el fin de potenciar la administracion de dichas
particulas encapsuladas en polimero a células tumorales. El cancer puede incluir cualquier cancer. Puede ser que el
cancer sea un cancer de pulmon. Puede ser que el cancer sea carcinoma de pulmén microcitico (SCLC), y puede
ser que el cancer sea un carcinoma de pulmén no microcitico (NSCLC).

Como se divulga ademas en el presente documento, Se pueden usar nanocristales de CaWO4 (CWO) en obtencion
de imagenes y terapias biomédicas debido a las formas Unicas en las que este material interactia con radiacion de
alta energia (Figura 1). Estas aplicaciones, sin embargo, requieren el desarrollo de formulaciones de nanoparticulas
(NP) que sean adecuadas para aplicaciones in vivo; principalmente, las nanoparticulas formuladas deben ser
suficientemente pequefias, quimica y biolégicamente inertes, y estables frente a la agregaciéon en condiciones
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fisioldégicas. La presente divulgacion demuestra al menos uno de dichos métodos y formulacién, en los que
nanoparticulas de CWO se encapsulan en micelas de copolimeros en bloque bioinertes (BCP). A fines
demostrativos, los inventores prepararon tres muestras de nanocristales de CWO diferentes que tienen diferentes
tamafos (3, 10 y 70 nm de diametro) y formas (rdmbicas alargadas frente a rémbicas truncadas). Dependiendo del
método de sintesis especifico utilizado, las NP CWO como fueron sintetizadas contienen diferentes materiales
tensioactivos (acido citrico, bromuro de cetil trimetilamonio, o una mezcla de acido oleico y oleilamina) en las capas
de revestimiento. Independientemente del tipo de tensioactivo, el revestimiento de tensioactivo original puede
sustituirse con un nuevo cerramiento formado por materiales BCP usando un método de intercambio de disolvente.
Se han sometido a ensayo dos tipos de BCP: poli(etilenglicol-bloque-acrilato de n-butilo) (PEG-PnBA), y
poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA). Ambos BCP pueden producir NP CWO completamente
PEGiladas que son estables frente a la agregacién en condiciones salinas fisioldgicas durante periodos de tiempo
indefinidos. Se caracterizaron ampliamente las propiedades Opticas y de radioluminiscencia de las NP CWO
encapsuladas con BCP y revestidas de tensioactivos. El estudio confirma que la estructura de revestimiento con
BCP no altera las propiedades de luminiscencia de las NP CWO.

Como se divulga en el presente documento, las NP CWO encapsuladas con BCP estables se pueden producir
también usando una técnica de intercambio de disolventes. Se prepararon NP CWO de diferentes tamafios y formas
mediante la reaccion de tungstato de sodio dihidratado con sal de calcio usando diferentes combinaciones de
disolvente y tensioactivo. Estas muestras de CWO presentaron diferentes grados de cristalinidad. Estas NP CWO se
encapsularon en los BCP PEG-PnBA o PEG-PLA biocompatibles. Las NP encapsuladas con BCP eran estables
frente a la agregacion en condiciones salinas fisioldgicas durante periodos de tiempo indefinidos. Se caracterizaron
ampliamente las propiedades de luminiscencia de las NP CWO encapsuladas con pristina y BCP. Para una masa
idéntica de material de CWO, las NP mostraron una Iluminiscencia mucho mas intensa
(fluorescencia/fosforescencia/OSL tras la irradiacion con rayos X) que el polvo a granel ya que las NP tienen areas
superficiales mas grandes. Se midié que las NP CWO tenian energias de salto de banda de fluorescencia mayores
que el CWO a granel. La estructura de revestimiento de BCP no altera las propiedades de luminiscencia de las NP
CWO. Las NP CWO encapsuladas con BCP son materiales prometedores en aplicaciones biomédicas debido a su
estabilidad coloidal, la biocompatibilidad y propiedades 6pticas y de radioluminiscencia Unicas. El presente estudio
proporciona una fuerte base para estudios adicionales de las NP CWO encapsuladas con BCP para aplicaciones
especificas.

A fines demostrativos en esta divulgacion, se usaron cuatro muestras diferentes de CWO: una muestra de polvo de
CWO a granel comercialmente disponible (de 2 - 3 ym de didmetro; denominada a partir de ahora en el presente
documento "B-CWO"), y tres muestras de NP CWO monodispersas que tienen tamarios diferentes (70, 10 y 3 nm de
diametro) sintetizadas en el laboratorio de los investigadores (denominadas a partir de ahora en el presente
documento "L-CWQ", "M-CWQ", y "S-CWQ", respectivamente). EI material de B-CWO como fue adquirido no tiene
revestimiento sobre la superficie. Las muestras de NP CWO se sintetizaron usando tres tensioactivos diferentes:
acido citrico (L-CWO), CTAB (M-CWO), y una mezcla de &cido oleico y oleilamina (S-CWO). Las formas fueron
también diferentes entre las diferentes muestras de NP: rombicas alargadas (L-CWO), rombicas
truncadas/redondeadas (M-CWO) e irregulares (S-CWO). Independientemente del tipo de tensioactivo, el
revestimiento de tensioactivo original podria sustituirse satisfactoriamente con materiales BCP utilizando el método
de intercambio de disolventes desarrollado en el laboratorio de los inventores. Se han sometido a ensayo dos tipos
de BCP: poli(etilenglicol-bloque-acrilato de n-butilo) (PEG-PnBA), y poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-
PLA). Se ha descubierto que ambos polimeros podrian producir productos de NP CWO completamente PEGilados
que estan esencialmente desprovistos de tensioactivos y son estables frente a la agregaciéon a concentraciones
salinas fisiolégicas durante periodos de tiempo indefinidos. Independientemente del tamafio del material de
nanocristales de CWO puros utilizado, se determind que los diametros hidrodinamicos medios de las NP CWO
encapsuladas con PEG-PLA BCP resultantes eran siempre mayores que los correspondientes a las NP CWO
encapsuladas con PEG-PnBA; en las unidades CWO/PEG-PnBA se encapsularon CWO-NP individuales en cada
micela de BCP, mientras que, en las unidades CWO/PEG-PLA, las NP se encapsularon como grupos dentro de los
dominios del nucleo hidréfobo de las micelas de BCP. Se caracterizaron ampliamente las propiedades 6pticas y de
radioluminiscencia de las NP CWO encapsuladas con BCP y revestidas de tensioactivos. La encapsulacion del
polimero no altera la actividad de luminiscencia de CWO. Tampoco el tipo de polimero, es decir, tanto si de las NP
CWO se encapsularon como las NP individuales o grupos.

B-CWO se adquirié de Sigma-Aldrich y se us6 tal como fue recibida. Las muestras de L-CWO, M-CWO y S-CWO NP
se sintetizaron usando diferentes procedimientos. Las NP L-CWO se sintetizaron mediante un método hidrotérmico.
En primer lugar, 0,006 mol de &cido citrico (= 99,5 %, Sigma-Aldrich) se disolvieron en 20 ml de agua Milli-Q
purificada. A continuacion, se afiadieron 0,003 mol de Na2WO4 (99 %, Acros Organics) y 0,006 mol de CaCl2 (99 %,
Mallinckrodt Chemicals) a la solucion. Después, se anadié una cantidad adecuada de NaOH (98,7 %, Macron
Chemicals) a la solucion para ajustar el pH a aproximadamente 9. A pH < 4, no forma particulas. Después de que la
solucion se transfiriera a continuacién a un autoclave de acero inoxidable revestido con Teflon, la temperatura se
aumentoé a 160 °C y la reaccion se llevo a cabo durante 24 horas. Después de 24 horas de incubacion, el autoclave
se enfri6 gradualmente a temperatura ambiente. El producto se lavé y centrifugé con agua Milli-Q tres veces.
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Las L-CWO NP se sintetizaron mediante un método de microemulsion. En primer lugar, 20 ml de ciclohexano se
mezclaron con 2 ml de hexanol. Se afiadi6 CTAB (2 mmol) (= 99 %, Sigma) a esta mezcla disolvente, y a
continuacion, la solucion se calenté a 70 °C o hasta que la solucién se volvio trasparente (Solucién 1). Por otra parte,
0,4 mmol de Na2WO4 (99 %, Acros Organics) se disolvieron en 0,6 ml de agua Milli-Q (Solucién 2). A continuacion,
0,4 mmol de CaCl2 se disolvieron en una mezcla de 0,564 ml de agua Milli-Q y 0,036 ml de solucion de HCI 0,1 M
(Solucion 3). Las Soluciones 2 y 3 se inyectaron inmediatamente a la Solucién 1, y la mezcla resultante se agitd
intensamente. Tras aproximadamente un minuto, la mezcla se transfirié a un autoclave de acero inoxidable revestido
con Teflon, y se calenté el autoclave a 160 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 24 horas. Posteriormente, el
autoclave se enfrié gradualmente a temperatura ambiente. El producto se recogié mediante centrifugacion y se lavd
dos veces con etanol para eliminar el ciclohexano residual y el CTAB en exceso.

Las S-CWO NP se sintetizaron mediante un método solvotérmico. 0,001 mmol de Na2WO4 y 0,001 mmol de
Ca(NO3)2 (99 %, Sigma-Aldrich) se disolvieron en 30 ml de etilenglicol que contenia oleilamina (0,005 mmol) (70 %,
Aldrich) y &cido oleico (0,005 mmol) (= 99 %, Sigma-Aldrich) en un matraz de fondo redondo de 50 ml. La mezcla se
calent6 rapidamente a 160 °C en un bafio de aceite y se mantuvo a esta temperatura durante 12 horas. Durante la
reaccion, el reactor se purgd con nitrogeno. Posteriormente, se retird el bafio de aceite y el reactor se enfrié
gradualmente a temperatura ambiente. El producto se purifico lavando y centrifugando con etanol en exceso.

El PEG-PnBA BCP se sintetizé mediante polimerizacion por transferencia de cadena con adicién y fragmentacion
reversible (RAFT) de nBA usando monometoxi PEG (PEG-ME, Mn 5.000 g/mol, PDI 1,07, Polysciences, Inc.) como
el material de partida. Se prepar6 PEG funcionalizado en el extremo con &acido 4-ciano-4-
(fenilcarbonotioiltio)pentanoico (PEG-CPCP) (CPCP, 2 97 %, Aldrich) haciendo reaccionar PEG-ME con CPCP bajo
la influencia catalitica de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, = 99 %, Aldrich) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC, 99 %,
Sigma-Aldrich). Se disolvieron CPCP y DMAP en diclorometano (DCM, = 99,8 %, Sigma-Aldrich) por debajo de 0 °C
en un matraz de fondo redondo (Solucién A). Se disolvi6 DCC en DCM por debajo de 0 °C en un matraz diferente
(Solucion B). Se afiadié la Solucion B a la Solucion A a una temperatura de 0 °C. La mezcla de reaccion se precintd
bajo atmodsfera de nitrégeno y se dejo reaccionar a temperatura ambiente con agitacion durante 24 horas.
Posteriormente, el producto de reaccion se filtrd y precipitd en éter en exceso para purificar. Este proceso se repitid
dos veces adicionales para eliminar CPCP. El precipitado resultante se secd al vacio y se almacendé a baja
temperatura.

Para la polimerizacién de RAFT, un monémero de nBA de calidad comercial se pas6 a través de una columna de
Al203/MgS0O4 para eliminar los inhibidores de radicales libres. PEG-CPCP se disolvi6 en THF. Se afadié una
cantidad adecuada del nBA purificado a esta solucién de PEG-CPCP. La reaccion de polimerizacion se inicio
afiadiendo el iniciador 4,4'-azobis(4-cianovalérico) (ACVA) a la solucion anterior a temperatura ambiente. La relacion
molar de ACVA a PEG-CPCP era de 0,1:1. La mezcla de reaccién se precinté en un matraz de fondo redondo en
atmosfera de nitrégeno y se colocd en un bafio de aceite a 80 °C. La reaccion se dejé continuar con agitacion
durante 48 horas. Para eliminar el nBA sin reaccionar, el producto de la polimerizacion se filtr6 y precipité en un
exceso de éter. Este proceso se repiti6 dos veces mas. El precipitado final se secé al vacio y se almacené a baja
temperatura.

El copolimero dibloque de PEG-PLA se sintetizé mediante a polimerizacidon del lactido con apertura de anillo
catalizada por 1,8-diazabiciclo[5.4.0] undec-7-eno (DBU, 98 %, Aldrich) (LA, una mezcla racémica). 0,45 g de PEG-
ME se disolvieron en DCM (22 ml) secado con tamices moleculares. Después de un dia, se anadié LA (0,35g) a la
solucion de PEG-ME. Se inici6 la polimerizacién afadiendo 2 ml de una soluciéon de DBU (3,35 mmol de DBU
disueltos en 30 ml de DCM) a la mezcla de LA/PEG-ME a temperatura ambiente. La reacciéon de polimerizacion se
llevd a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la reaccion se terminé afiadiendo 10 mg de
acido benzoico (= 99,5 %, Sigma-Aldrich). Se afnadié la mezcla de polimerizacion gota a gota a 1000 ml de éter de
petroleo para la precipitacion. Después que el producto de PEG-PLA sedimentara en la parte inferior, se decant6 el
sobrenadante. El polimero se secé en un horno de vacio.

Se prepararon muestras B-CWO y L-CWO encapsuladas con PEG-PnBA o PEG-PLA del siguiente modo. 100,0 mg
de PEG-PnBA o PEG-PLA se disolvieron en 3,9 g de dimetilformamida (DMF, = 99,9 %, Sigma-Aldrich). se disperso
1,0 mg de B-CWO o L-CWO en 2,1 g de agua Milli-Q. Las dos soluciones se mezclaron rapidamente, se agitaron
mecanicamente (15000 rpm), y se ultrasonicaron durante 30 minutos. A continuacién se dializé la mezcla usando
una bolsa de didlisis (corte de pesos moleculares de 50 kDa) durante 3 dias frente a un total de 1,0 litro de agua
Milli-Q (sustituida con agua Milli Q tres veces) para eliminar la DMF.

Se prepararon muestras de M-CWO y S-CWO encapsuladas con PEG-PnBA o PEG-PLA de forma algo diferente a
la anterior. Se dispers6é 1,0 mg de M-CWO o S-CWO (purificado mediante centrifugacion) en 1,0 g de DMF. Se
afiadieron 100,0 mg de PEG-PnBA o PEG-PLA en 2,9 g de la suspensién de nanoparticulas anterior. Se agit6 la
mezcla usando un agitador mecanico vertical de alta velocidad (a 15000 rpm) con sonicacién simultanea. Se
afnadieron 2,1 ml de agua Milli-Q a la solucién de DMF. La mezcla resultante se emulsioné con un agitador mecanico
y a continuacioén se ultrasonicé en un bafio de sonicacion durante 30 minutos. Esta emulsién se introdujo en una
bolsa de dialisis (corte de pesos moleculares de 50 kDa) y se dializé durante 3 dias frente a un total de 1,0 litro de
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agua Milli-Q (sustituida regularmente con agua Milli Q) para eliminar el DMF.

Se caracterizaron propiedades estructurales detalladas (estructura y separacion de la red cristalina, tamafio y forma
del grano, y cristalinidad) de los nanocristales de CWO usando difraccion de rayos X (XRD) (SmartLab, Rigaku) y las
técnicas TEM de alta resolucién (Tecnai 20, FEI). La Figura 2 muestra que los patrones de XRD de todas las
muestras de CWO concuerdan con un patron de XRD simulado (PDF n.° 07-0210), lo que confirma que las sintesis
de NP fueron correctas. Se estimé que los valores de la anchura completa en el semimaximo (FWHM) para los picos
a 20 =28,775° eran 0,21° (B-CWO), 0,76° (L-CWO), 0,49° (M-CWO), y 1,26° (S-CWO).

La imagen TEM representativa que se muestra en la Figura 3A demuestra que las NP L-CWO tienen una forma
rémbica, y que su longitud diagonal es aproximadamente de 70 + 25 nm. Como se muestra en las Figuras 3D y 3G,
se observé que las NP M-CWO y S-CWO, por otro lado, estaban préximas a tener forma de cubo y esfera,
respectivamente; se estim6 que sus diametros eran aproximadamente 10 + 2 y 3 + 1 nm, respectivamente. Es
interesante sefialar que esta tendencia en el tamafio de la NP no concuerda con lo que se esperaba de los datos de
XRD FWHM basados en la ecuaciéon de Scherrer. Los inventores sefialan también que incluso aunque todas las
reacciones de sintesis de NP se llevaron a cabo a una temperatura idéntica (160 °C) durante un periodo de tiempo
idéntico (12 horas), se ha descubierto que las propiedades cristalinas variaban entre las tres muestras de NP
diferentes dependiendo del tensioactivo o del tipo de disolvente utilizado. Se analizaron ademas imagenes de gran
aumento de las muestras (Figuras 3B, 3E y 3H) mediante la transformada de Fourier rapida (FFT). Los puntos de las
FFT se asignaron a planos de reflexion especificos del cristal de CWO (Figuras 3C, 3F y 3l). Como se muestra en
las figuras, los angulos medidos entre dos planos de reflexion identificados concuerdan bien con las previsiones,
confirmando la estructura cristalina de CWO de las NP.

Las muestras de CWO se encapsularon con PEG-PnBA o PEG-PLA usando un método de intercambio de
disolventes. Se determiné que los grados de polimerizacién promedio en numero de los bloques de PnBA y PLA de
estos BCP con PEG-PnBA y PEG-PLA eran 46 y 44 mediante espectroscopia de RMN 1H (ARX300, Bruker),
(Figuras 9A y 9B); Por tanto, en estas figuras, estos polimeros se denotan también como PEG113-PnBA46 y
PEG113-PLA44. Se determind mediante GPC (Waters Breeze HPLC System) que los indices de polidispersidad de
estos polimeros eran 1,45 (PEG-PnBA) y 1,17 (PEG-PLA) (Figura 10).

Se midieron los diametros hidrodinamicos de las NP L-CWO, M-CWO y S-CWO encapsuladas con PEG-PnBA en
agua Milli-Q mediante DLS (ZetaPALS, Brookhaven Instruments) y se determiné que eran aproximadamente 70, 60
y 40 nm, respectivamente (Figuras 4a, 4b y 4c). Los diametros hidrodinamicos de las NP L-CWO, M-CWO y S-CWO
encapsuladas con PEG-PLA eran 190, 175 y 165 nm, respectivamente (Figuras 4D, 4E y 4F). Se confirmo que estas
NP CWO encapsuladas con BCP eran estables frente a la agregacion en condiciones salinas fisiolégicas; sus
tamanos hidrodinamicos no cambian tras la adicién de NaCl 150 mM durante, al menos, un periodo de 30 dias de
forma similar a la observada con las nanovarillas de Au.30 Se prepararon también muestras de B-CWO
encapsuladas con PEG-PnBA y PEG-PLA y se usaron para medir el tamafo de las particulas de B-CWO mediante
microscopia optica; El revestimiento de BCP retrasa la agregacion de B-CWO en agua y permite por tanto la
obtencion de imagenes de particulas de B-CWO individuales mediante microscopia. A partir de las imagenes que se
muestran en la Figura 11, se estimé que los tamafios de las particulas de B-CWO estaban en el intervalo de
aproximadamente 2 - 3 ym.

Se registraron los espectros de las muestras de B-CWO, L-CWO, M-CWO y S-CWO en sus formas no revestidas
con BCP para una excitacion de 200 nm (Cary Eclipse, Varian) (Figuras 5A - 5F); esta longitud de onda es mas corta
que la correspondiente con la energia de salto de banda notificada para CWO a granel (5,27 eV = 235 nm)1 y mas
larga que la correspondiente a la funcién de trabajo de CWO (12 eV = 103 nm)1, 5. Todas las mediciones se llevaron
a cabo a una concentracion de CWO idéntica de 0,1 mg/ml. Las muestras de B-CWO y L-CWO se dispersaron en
agua. Las muestras de M-CWO y S-CWO se dispersaron en cloroformo. Como se muestra en las Figuras 12A - 12B,
los componentes organicos de las muestras (es decir, los BCP, tensioactivos residuales y disolventes) no producen
ninguna sefal de luminiscencia significativa. Para comparacién, se midieron también los espectros de luminiscencia
de las muestras de CWO encapsuladas con PEG-PnBA o PEG-PLA (a una concentracién de CWO de 0,1 mg/ml en
agua Milli-Q) con una excitaciéon de 200 nm. Se midieron las intensidades de emision en la regién de 350 - 600 nm
en el modo de fluorescencia en condiciones de tiempo de retraso-tiempo de desintegracion cero. Como se puede
observar en la Figura 5A, para una cantidad total dada de material de CWO, las particulas mas pequefas, en
general, producen emisiones mayores debido a que tienen areas superficiales mas grandes. Sin embargo, entre las
cuatro muestras ensayadas, M-CWO (en vez de S-CWO que tiene el tamafio mas pequefio) mostro la fluorescencia
mas alta debido a la cristalinidad relativamente baja de la muestra de S-CWO (Figura 2). A pesar de las diferencias
en la intensidad, se ha descubierto que las formas de los espectros eran idénticas entre todas las muestras
ensayadas. También, como se muestra en las Figuras 5B y 5C, las estructuras de revestimiento de PEG-PnBA y
PEG-PLA no alteran las caracteristicas principales de los espectros de fluorescencia ni las tendencias de intensidad
entre las diferentes muestras de CWO.

Se evaluaron las energias del salto de banda de fluorescencia de las diferentes muestras de CWO midiendo sus
intensidades de emisién a la longitud de onda de emision del pico de 420 nm para longitudes de onda de excitacion
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comprendidas en el intervalo de 200 - 280 nm, como se demuestra en la bibliografia 1, 44 (Figuras 5D, 5E y 5F).
Cabe destacar que, no se podria usar la medicion de la absorbancia UV para la determinacion de la energia de salto
de banda ya que, como se muestra en las Figuras 13A - 13C y en las Figuras 14A - 14F, BCP y los materiales
tensioactivos usados en este estudio absorben fuertemente la luz UV. Sin embargo, ninguno de estos materiales
produce una emision significativa que pueda interferir con la fluorescencia de CWO a 420 nm (Figuras 12A - 12B). A
partir de los datos que se muestran en la Figura 5A, por ejemplo, se estimé que las energias de salto de banda de
los materiales de CWO sin revestir con BCP eran de 4,62 eV (B-CWO), 5,44 eV (L-CWO), 5,46 eV (M-CWO) y 5,46
eV (S-CWO). También, a partir de las Figuras 5E y 5F, se obtuvieron los siguientes valores de energia de salto de
banda: 4,58 eV (B-CWO revestidas con PEG-PnBA), 5,45 eV (L-CWO revestidas con PEG-PnBA), 5,47 eV (M-CWO
revestidas con PEG-PnBA), y 5,48 eV (S-CWO revestidas con PEG-PnBA); 4,58 eV (B-CWO revestidas con PEG-
PLA), 5,44 eV (L-CWO revestidas PEG-PLA), 5,46 eV (M-CWO revestidas con PEG-PLA), y 5,50 eV (S-CWO
revestidas PEG-PLA). Estos resultados indican claramente que el tamafio de nanoescala produce un ligero (pero
significativo) desplazamiento hacia el azul de los espectros de emisién debido al efecto de confinamiento cuantico.
Asimismo, pueden existir diferencias en los orbitales moleculares entre las formas masivas y las formas de
nanoparticulas de CWO; se ha notificado que la energia de salto de banda de CWO disminuye a 4,11 eV cuando se
W se aleja de O en 0,3 A.2 Las Figuras 4D, 4E y 4F demuestran también que las muestras de CWO no revestidas
con BCP vy revestidas con BCP proporcionan espectros de excitacion similares, indicando que el proceso de
encapsulacion en BCP no altera la estructura electronica del material de CWO.

Se midieron también los espectros de fosforescencia de las muestras de CWO con una excitacion de 200 nm
usando el modo fosforescencia con un tiempo de retraso de 0,2 ms y un tiempo de permanencia de 5 ms. Se
llevaron a cabo todas las mediciones a una concentracion de CWO idéntica de 0,1 mg/ml. Todos los espectros
mostraron dos picos amplios en alrededor de 480 nm (debido a las transiciones de transferencia de carga dentro de
los orbitales moleculares WO42) y 680 nm (debido probablemente a transiciones electrénicas en complejos de
tungstato superiores)1, 5 (Figuras 6A, 6B y 6C). Las tendencias con dependencia de la muestra en la intensidad de
la fosforescencia fueron similares a las observadas en las mediciones de la fluorescencia; M-CWO muestra la
fosforescencia mas elevada, mientras que B-CWO muestra la mas baja (Figuras 6A, 6B y 6C). PEG-PnBA y PEG-
PLA no alteran los espectros de fosforescencia de CWO.

Se midieron las intensidades de emision de fosforescencia a la longitud de onda de emisién de los picos de 480 nm
en funcion de la longitud de onda de excitacion desde 200 a 330 nm. Los resultados se presentan en las Figuras 6D,
6E y 6F; sefialar que, en estas figuras, los datos se presentan en forma normalizada. A partir de los datos que se
muestran en la Figura 6A, por ejemplo, se estimd que las energias de salto de banda de fosforescencia de los
materiales de CWO sin revestir con BCP eran de 4,39 eV (B-CWO), 4,38 eV (L-CWO), 4,39 eV (M-CWO) y 4,38 eV
(S-CWOQO). También, a partir de las Figuras 6e y 6f, se obtuvieron los siguientes valores de energia de salto de
banda: 4,40 eV (B-CWO revestidas con PEG-PnBA), 4,41 eV (L-CWO revestidas con PEG-PnBA), 4,39 eV (M-CWO
revestidas con PEG-PnBA), y 4,40 eV (S-CWO revestidas con PEG-PnBA); 4,40 eV (B-CWO revestidas con PEG-
PLA), 4,43 eV (L-CWO revestidas PEG-PLA), 4,40 eV (M-CWO revestidas con PEG-PLA), y 4,40 eV (S-CWO
revestidas PEG-PLA). Estos valores son significativamente diferentes de las energias de salto de banda de
fluorescencia (4,62 - 5,46 eV); los procesos de fluorescencia y fosforescencia implican diferentes rutas electrénicas
(Figura 1). En las muestras sin revestir con BCP y revestidas con BCP, se ha descubierto que el tamafio de
nanoescala no alteraba las energias de salto de banda de fosforescencia (Figuras 6D, 6E y 6F), lo que no concuerda
con lo observado en el analisis de los datos de la fluorescencia (Figuras 5D, 5E y 5F). De forma global, el
revestimiento de BCP no altera significativamente las propiedades de fosforescencia de CWO.

Las propiedades de luminiscencia estimuladas opticamente (OSL) de las NP CWO encapsuladas con BCP se
caracterizaron tras la irradiacion con rayos X 6 MV (Acelerador lineal EX de Varian). Se llevaron a cabo las
mediciones a dos diferentes concentraciones de CWO: 1,0 y 0,1 mg/ml de CWO en agua Milli-Q. Se irradiaron las
muestras a dos dosis diferentes de rayos X totales (20 y 5 Gy) con la misma tasa de dosis de 0,4 Gy/min. Se
midieron los espectros de OSL de las muestras irradiadas con rayos X para una excitacion de 700 nm en el modo
fluorescencia bajo condiciones de tiempo de retraso/tiempo de desintegracion cero (Cary Eclipse, Varian) (Figuras
15A - 15H). Se registraron las intensidades de emision en el intervalo de longitudes de onda de 250 - 650 nm. Como
se explica esquematicamente en la Figura 1, los electrones atrapados en defectos dentro de las reticulas cristalinas
de CWO se vuelven a excitar con luz a 700 nm, y la liberacidén de estos electrones reexcitados en los estados de
banda cercanos a la valencia puede producir por tanto emisiones a longitudes de onda mas cortas que la longitud de
onda de excitacion de 700 nm. 13 Los inventores sospechan que las vacantes de oxigeno en la estructura cristalina
de CWO y/o los enlaces colgantes en la superficie del material sirven como sitios de atrapamiento de electrones, lo
que parece estar respaldado por la observacion de que B-CWO practicamente no muestra propiedades OSL; véanse
las Figuras 7A - 7H, Figuras 15A - 15H, Figuras 16A - 16H, Figuras 17A - 17H, y Figuras 18A - 18H. También como
se muestra en estas figuras, las NP CWO presentaron claramente sefales OSL, que desaparecieron normalmente
en 2 - 3 horas.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las realizaciones preferidas de la presente
invencion. No deben considerarse en forma alguna, sin embargo, como limitantes del alcance de la invencién, que
se define por las reivindicaciones.
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Los expertos en la materia apreciaran que podrian realizarse cambios en las realizaciones descritas anteriormente.
Se entiende, por lo tanto, que la presente invencion no se limita a las realizaciones particulares divulgadas, sino que
se pretende que cubra todas las modificaciones incluidas dentro del alcance de la invencién, tal como se define por
las reivindicaciones adjuntas. Ademas, todas las referencias citadas en el presente documento son indicativas del
nivel de experiencia en la técnica.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién, que comprende una particula cristalina o agregado de particulas encapsulado dentro de un
copolimero en bloque anfifilico biocompatible que comprende poli(etilenglicol-bloque-acrilato den-butilo) (PEG-Pn-
BA) o poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico) (PEG-PLA), en donde dicha particula es una nanoparticula de
tungstato de calcio (CaWOsa).

2. La formulacion de la reivindicacion 1, en donde dicha particula es una composicién de material compuesto que
comprende: (i) tungstato de calcio (CaWOa), y (ii) otros compuestos organicos o inorganicos biocompatibles.

3. La formulacién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la dimension media mas larga de dicha
particula esta en el intervalo:

(a) entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 50.000 nm, en su estado sin agregar; o
(b) entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 500.000 nm; o
(c) entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 500 nm.

4. La formulacidon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha particula o dicho material de
revestimiento esta funcionalizado con un agente de direccionamiento especifico de células enfermas en seres
humanos o animales.

5. La formulacién de la reivindicacion 4, en donde dichas células enfermas son células cancerosas.

6. Una particula radioluminiscente encapsulada en polimero, en donde dicha particula es una nanoparticula de
tungstato de calcio (CaWO4) y en donde el polimero es un copolimero en bloque anfifilico biocompatible que
comprende poli(etilenglicol-bloque-acrilato de n-butilo) (PEG-PnBA) o poli(etilenglicol-bloque-acido D,L-lactico)
(PEG-PLA).

7. La particula radioluminiscente encapsulada en polimero de la reivindicacion 6, en donde el diametro medio de
dicha particula esta en el intervalo:

(a) entre aproximadamente 0,1 y 1000 nm; o
(b) entre aproximadamente 1y 10 um; o
(c) entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 nm.

8. La particula radioluminiscente encapsulada en polimero de una cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en donde
dicha particula encapsulada en polimero esta funcionalizada o conjugada con un agente de direccionamiento
especifico de un cancer.

9. La particula radioluminiscente encapsulada en polimero de la reivindicacion 8, en donde dicho agente de
direccionamiento es una molécula bioldgica que tiene afinidad especifica por dicho cancer con el fin de potenciar la
administracion de dichas particulas encapsuladas en polimero a células tumorales.
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