ES 2989 606 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 989 606
@Int. Cl..

A61N 7/00 ( )
A61M 37/00 ( )
A61K 41/00 (2010.01)
( )
( )

B06B 1/02
G16H 20/30

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 21.12.2018  PCT/IB2018/060508
Fecha y nimero de publicacion internacional: 27.06.2019 WO019123411

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 21.12.2018 E 18839880 (4)

@ Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 05.06.2024  EP 3727585

Titulo: Sistema para inducir la sonoporacion de un farmaco en células cancerosas

Prioridad: @ Titular/es:

22.12.2017 IT 201700148858 FREEDOM WAVES S.R.L. (50.0%)
Via Lorenzo Mascheroni 20

- y 20145 Milano (MI), IT y
Eggzic?gnpgg';ga;;?gn¥eme”°'°” en BOPI de la GIUSTETTO, PIERANGELA (50.0%)

27.11.2024 (@ Inventor/es:

FALETTO, DANIELE y
GIUSTETTO, PIERANGELA

Agente/Representante:
DEL VALLE VALIENTE, Sonia

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 606 T3

DESCRIPCION
Sistema para inducir la sonoporacién de un farmaco en células cancerosas
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a un sistema para inducir la sonoporacién de un farmaco en células cancerosas en
un tumor para mejorar la captacién del farmaco en el objetivo (es decir, el tumor).

Antecedentes

Después de las enfermedades circulatorias, el cancer es hoy en dia la segunda causa de muerte mas comun en el
mundo. La Agencia Internacional para la Investigacidén sobre el Cancer ha estimado que, debido al envejecimiento de
la poblacién, se espera que en 2030 los casos de cdncer aumenten en unos 21,7 millones, con una tasa de mortalidad
de 13 millones de personas. Las terapias oncolégicas conocidas se basan en quimioterapia y/o radioterapia y/o
extirpacién quirdrgica de la masa tumoral. La quimioterapia convencional, en particular, adolece de falta de selectividad
hacia las células cancerosas y, por lo tanto, puede dar lugar a efectos secundarios tanto a nivel sistémico como local.
Ademas, los tumores a menudo desarrollan resistencia a los farmacos quimioterapéuticos administrados. Por estas
razones, en las Ultimas décadas se han desarrollado varias técnicas para mejorar la selectividad en la administracion
de farmacos mediante el uso de una estructura lipidica especializada, denominada liposoma. Los liposomas son
nanotransportadores que comprenden genéricamente una gota de lipido encerrada que tiene un nucleo, tipicamente
un nlcleo acuoso, que contiene el farmaco (p. ej., un agente quimioterapéutico, un farmaco antiinflamatorio, un agente
citotoxico, etc.). Los liposomas para encapsular farmacos quimioterapicos, en particular, suelen estar disefiados con
una estructura que permite un tiempo prolongado de circulacién en sangre del propio liposoma y, por lo tanto, del
farmaco contenido en el liposoma. La longevidad prolongada en la sangre permite una interaccién més prolongada de
los liposomas con el objetivo (es decir, el tumor) porque el mayor nUmero de conductos de sangre a través del tumor
mejora el efecto de permeabilidad y retencién mejoradas (EPR, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, se mejora la
captacion global del farmaco en el tumor y se obtienen mejoras notables del indice terapéutico del farmaco
transportado [Deshpande P.P., Biswas S., y V. P Torchilin V.P., “Current trends in the use of liposomes for tumor
targeting” Nanomedicine, septiembre de 2013; 8(9)], [Torchilin V.P. “Targeted pharmaceutical nanocarriers for cancer
therapy and imaging”. AAPS J. 2007; 9(2): 128-147]. Sin embargo, incluso si se utiliza la formulacién liposomal de
farmacos quimioterapéuticos, el nivel de selectividad y la eficacia terapéutica obtenida mediante la liberacién
espontanea tras la degradacién natural del liposoma aln no son completamente satisfactorios. Por estas razones,
aunque las nanomedicinas actualmente aprobadas para uso clinico liberan el farmaco espontaneamente, se han
probado experimentalmente varias técnicas para desencadenar dicha liberacién mediante estimulos aplicados
externamente. Est4 bien establecido que la mejora en el control de la liberacién del farmaco se puede lograr utilizando
ultrasonidos focalizados de alta intensidad que ademas de estimular la liberacién del farmaco mediante un aumento
local de la temperatura, provoca por si mismo efectos citotéxicos e induce necrosis coagulativa del tumor y del tejido
circundante (patente EP 1.774.989 B1). Las ondas de choque también se utilizaron para realizar tratamientos médicos
destinados a introducir sustancias en el cuerpo humano, tejidos o células y, por tanto, para el suministro de vacunas,
agentes anestésicos, antibiéticos, etc. (patente US-2009/281464 A1).

Para evitar posibles efectos secundarios téxicos asociados con el calentamiento local y con la propagacion de material
canceroso después de la necrosis de las células tumorales, mas recientemente, se han empleado ultrasonidos no
focalizados de baja intensidad pulsados (pLINFU). Los pLINFU son capaces de realizar la “insonacién™ de los
liposomas y la “sonoporacién” de las membranas celulares. El término “insonacién” se refiere, en particular, a la
induccién de la liberacién del farmaco desde el interior hacia el exterior de los liposomas. El término “sonoporacién”
se refiere, en cambio, a la creacién de perforaciones transitorias no letales en las membranas celulares para facilitar
la entrada de liposomas en las células. Se ha demostrado que, a diferencia del ultrasonido focalizado de alta
intensidad, la energia mas baja (< 3 W/cm 2 ) asociado con pLINFU produce efectos térmicos minimos [Rizzitelli S.,
Giustetto P., Faletto D., Delli Castelli D., Aime S., Terreno E. “The release of Doxorubicin from liposomes monitored
by MRI and triggered by a combination of US stimuli led to a complete tumor regression in a breast cancer mouse
model.”, J Control Release, 2016; 230: 57-63.].

Los pLINFU, si se comparan con los ultrasonidos focalizados de baja intensidad pulsados, o PLIFU, como los
empleados en el método y sistema descritos en la patente WO2016/196741, se caracterizan por diferentes campos
de distribucién ultrasénica a la misma frecuencia, didmetro piezoeléctrico y nUmero de ciclos de excitacién.

Los pLINFU tienen una distribucién geométrica més regular que los pLIFU debido a la geometria plana del transductor
piezoeléctrico que genera los pLINFU.

Esta geometria plana permite, ademas, sonoporar un volumen mayor que el sonoporable mediante pLIFU que, en
cambio, se generan mediante la convergencia de los haces ultrasénicos de dos o mas transductores piezoeléctricos.

Ademas, en el punto de convergencia de al menos dos haces ultrasdnicos pueden producirse fenémenos de
interferencia sin posibilidad de estimar la consiguiente distorsién causada por estos. Los sistemas pLIFU de la técnica
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anterior adoptan métodos para reducir este fenémeno, pero la falta de homogeneidad del medio o de los tejidos
biol6gicos atravesados por los ultrasonidos puede provocar otras interferencias impredecibles.

Por estas razones, solo con pLINFU es posible garantizar que las ondas ultrasénicas utilizadas para la sonoporacion
lleguen a las células objetivo con la frecuencia y el ciclo de trabajo establecidos. La sonoporacién, de hecho, genera
fendmenos biofisicos a escala nanométrica solo con valores de frecuencia y ciclo de trabajo especificos que dependen
del tipo de células que se van a sonoporar y del tipo de farmacos que se van a introducir en las membranas de dichas
células.

El ultrasonido pulsado, de hecho, consiste en una alternancia de periodos de emisién (periodos ON) y periodos de
silencio (periodos OFF). El periodo OFF interrumpe el periodo de emisién y se alterna con los periodos ON.

Més particularmente, el periodo ON debe depender de las caracteristicas del vector que contiene el farmaco y de las
caracteristicas de las membranas celulares; la vibracién derivada del efecto de resonancia del vector interactia con
la membrana celular favoreciendo la apertura de los poros y protegiendo a la célula de los efectos directos de los
ultrasonidos. La duracién del periodo OFF se determina como funcién de la caracteristica de apertura y cierre de los
poros celulares. El periodo OFF tiene la funcién de no estimular mas la membrana celular una vez abiertos los poros,
facilitando la entrada del vector al compartimento celular mientras los mismos poros se van cerrando.

Si se adopta un periodo ON durante un periodo prolongado de tiempo sin un periodo OFF, el resultado seria un estrés
continuo y prolongado de la membrana celular, que ademas de interferir en la correcta acumulacién intracelular del
farmaco podria provocar niveles excesivos de estrés en las células y fenédmenos de entrada y salida, lo que provoca
al mismo tiempo la entrada y salida del farmaco.

Ademas, una estimulacién prolongada puede provocar la muerte celular, lo que tendria como resultado la fuga del
contenido citoplasmatico (incluido el farmaco) con el riesgo de que este pueda transportarse a otros sitios no deseados
a través del flujo sanguineo.

Por las razones detalladas anteriormente, solo los haces de ultrasonidos que tienen valores especificos de frecuencia
y ciclo de trabajo, son capaces de interactuar con las membranas a nivel de red generando un pulso vibracional o
fonén. Este Ultimo, al propagarse a través de los puntos de la red gracias al valor comparable de las frecuencias del
pulso fonénico y de las frecuencias de movimiento de los fosfolipidos de la membrana, provoca la dislocacién de los
componentes de la membrana y desencadena, por lo tanto, el fenémeno de apertura transitoria de los poros de la
membrana.

Si se utilizan haces no enfocados (es decir, pLINFU), no hay interferencia constructiva o destructiva entre los
ultrasonidos que componen el haz de emision; esto garantiza que todos los haces componentes puedan respetar los
pulsos establecidos segun todas las caracteristicas del tejido a tratar y de los farmacos utilizados.

La propagacién del pulso fonénico y, por lo tanto, el desencadenamiento de la apertura transitoria de los poros de la
membrana también esta influenciada por el efecto de transmisién acustica. Este ultimo se define como un remolino de
fluido a pequefia escala cerca de una estructura vibrante como las membranas celulares; se sabe que este fenémeno
afecta las tasas de difusién y la permeabilidad de la membrana y, mas particularmente, causa una disminucién en la
trayectoria Util, es decir, la trayectoria que el haz ultrasénico puede recorrer sin interactuar con un tejido deformado
por la propia presién del sonido. [Nowicki A., Kowalewski T., Secomski W., Wo'jcik J., “Estimation of acoustical
streaming: theoretical model, Doppler measurements and optical visualization”, European Journal of Ultrasound 1998,
7. 73-81].

El efecto de transmisidn aculstica es diferente si se aplican pLIFU o pLINFU. En el caso de los pLIFU, ademas de la
reduccién de la trayectoria (til, puede producirse una distorsién de la sefial de retorno desde el tejido al transductor
piezoeléctrico. Esta distorsién no es especifica ni caracteristica del tejido a sonoporar y, por tanto, supone una fuente
adicional de incertidumbre en la prediccion de la frecuencia y el ciclo de trabajo del haz de ultrasonidos al llegar a las
células diana. Por este motivo, es aln mas dificil garantizar que las ondas ultrasénicas utilizadas para la sonoporacién
lleguen a las células objetivo con los valores de frecuencia y ciclo de trabajo establecidos como éptimos para la mejor
interaccién con las membranas.

Resumen de la invencién

La invencién es tal como se define en las reivindicaciones independientes 1 y 21. Las reivindicaciones dependientes
describen realizaciones ilustrativas.

El objeto de la presente invencién es proporcionar:

- un sistema que permite mejorar la selectividad del farmaco y la absorcién del mismo en las células
cancerosas.
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Esto se logra mediante el sistema de la presente invencién mediante la administracién de pLINFU para inducir la
sonoporacion celular a través de la generacién de la vibracion del fonén.

Como se demuestra en los ejemplos a continuacién, el porcentaje de muerte celular logrado mediante el tratamiento
de sonoporacién depende de la combinacién del tipo de farmaco utilizado y del tipo de tumor amenazado. Mas
particularmente, los resultados de pruebas experimentales in vitro en células cancerosas humanas enumeradas a
continuacién, mostraron que, para lograr un porcentaje importante de muerte celular, el ciclo de trabajo de los pLINFU
debe modularse segun el tipo de farmaco y de células cancerosas. La duraciéon temporal de la administracion, es decir,
el tiempo de operacion de los pLINFU, también es importante para garantizar el momento correcto de apertura y cierre
de los poros de la membrana celular.

Basandose en estos resultados, la presente invencién proporciona un sistema para controlar la frecuencia y el ciclo
de trabajo de pLINFU que inducen sonoporacién segln los datos de configuracién introducidos por un operador,
comprendiendo dichos datos de configuracidén al menos el tipo de tumor y el tipo de farmaco.

A los efectos de la presente descripcion, la expresidn “ultrasonidos de baja intensidad” designa ondas ultrasénicas
con una densidad de potencia inferior a 3 W/icm 2 y la expresién “tipo de tumor” esta designando una denominacién
que indica el tipo histolégico y el 6rgano donde se localiza el tumor. Ejemplos no limitativos de “tipo de tumor” son,

s <

por lo tanto, “carcinoma ductal de mama humano”, “adenocarcinoma de pancreas humano”, “adenocarcinoma de
mama humano independiente de estrégenos”, “melanoma de las mucosas humano”, “melanoma nodular humano”,
“carcinoma hepatocelular”, etc. Ademas, se hace constar que a los efectos de la presente descripcion, con la palabra
“farmaco” se pretende designar cualquier sustancia (distinta de los alimentos que aportan soporte nutricional) que, al
inhalarse, inyectarse, fumarse, consumirse, absorberse mediante un parche sobre la piel, o disuelta bajo la lengua,
provoca un cambio fisiolégico (y/o psicolégico) temporal en el organismo y cualquier sustancia que pueda utilizarse
para mejorar el contraste y la visibilidad de los tejidos y/o estructuras en las imagenes médicas (es decir, medio de
contraste). Es claro que, a los efectos de la presente invencién, el término “farmaco” se utiliza no solo para referirse
a una Unica sustancia o agente sino también a una solucién, composicién o mezcla de dos o més sustancias o agentes.
Aunque la realizacién preferida de la presente invencién es un sistema para inducir la sonoporacién de liposomas
quimioterapéuticos en células cancerosas, se observa aqui que el mismo sistema se puede utilizar también en
farmacos quimioterapéuticos no encapsulados en liposomas y para cualquier agente citotoxico (es decir, agente capaz
de matar la célula diana) o agente citostético (es decir, agente que tiene la capacidad de suprimir el crecimiento o la
divisién celular de la célula diana). Ademés, el sistema de la presente descripcién se puede utilizar para la
sonoporacién de cualquier medicamento distinto de los quimioterapéuticos (p. €j., medicamentos antiinflamatorios) y
para cualquier patologia distinta de las tumorales. En este Ultimo caso, la expresion “tipo de tumor” podré sustituirse
por la expresién “tipo de patologia™ indicando el tipo histolégico y el érgano afectado por la patologia.

Los objetos mencionados anteriormente se logran mediante la presente invencién proporcionando un sistema que
comprende:

- un generador configurado para proporcionar energia eléctrica a una frecuencia de ultrasonido;

- al menos una sonda ultrasénica conectada eléctricamente al generador y configurada para convertir la
energia eléctrica en ondas ultrasénicas pulsadas no focalizadas de baja intensidad definidas por pardmetros de
operacién, comprendiendo dichos parametros de operacién la frecuenciay el ciclo de trabajo de las ondas ultrasénicas;

caracterizado porque el sistema comprende, ademés:

- un dispositivo de entrada que permite a un operador introducir datos de configuracién que comprenden: tipo
de tumor y tipo de farmaco; y

- un procesador configurado para:

determinar los valores de dichos parametros de operacién segln los datos de configuracién introducidos, en donde el
valor de la frecuencia se determina segun al menos el tipo de tumor, y el valor del ciclo de trabajo se determina segun
al menos el tipo de farmaco y el tipo de tumor; y

controlar el generador y la sonda ultrasénica para que operen segun dichos valores determinados.

Més particularmente, la determinacién de los valores de los pardmetros de operacién segun los datos de configuracion
introducidos, se realiza por el procesador a través de las siguientes etapas: - asignar un valor de frecuencia a un tipo

de tumor; y

- asignar un valor de ciclo de trabajo a un par de datos de configuracién que comprenden: un tipo de tumory
un tipo de farmaco.
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Para este fin, el sistema comprende una memoria legible por ordenador que almacena una lista de valores de
frecuencia y una lista de valores de ciclo de trabajo.

En el sistema de la presente invencion el tipo de farmaco se selecciona, preferiblemente, del grupo formado por:
paclitaxel, albumina de paclitaxel, doxorrubicina, doxorrubicina liposomal, irinotecan e irinotecén liposomal y
fluoruracilo y el valor determinado del ciclo de trabajo es, preferiblemente, inferior al 12 %.

La descripcién también describe un método no reivindicado que comprende:

- leer datos de configuracién introducidos por un operador, comprendiendo dichos datos de configuracién: tipo
de tumor, tipo de farmaco, grado del tumor y mediciones antropométricas;

- determinar los valores de los pardmetros de operacién de las ondas ultrasénicas segln al menos el tipo de
tumory el tipo de farmaco, comprendiendo dichos parametros la frecuencia y el ciclo de trabajo;

- controlar al menos una sonda ultrasénica para que opere segln dichos valores determinados, estando dicha
al menos una sonda conectada eléctricamente a un generador y configurada para convertir la energia eléctrica en
ondas ultrasénicas; siendo realizada la operacién de leer, determinar y controlar por medio de un procesador.

La presente invencion se refiere también a un programa de ordenador que comprende porciones de cédigo adaptadas
para realizar el método detallado anteriormente, y la descripcién también se refiere a un medio legible por ordenador
no reivindicado que almacena el c6digo de un programa de ordenador para realizar dicho método, cuando se ejecuta
en un ordenador.

Aunque el valor de frecuencia deberia determinarse al menos segln el tipo de tumor, se ha considerado que, para
aquellos tipos de tumores que no son superficiales y estan localizados en regiones corporales particulares (p. €j.,
abdomen), también deben tenerse en cuenta otros datos de configuracion. Se sabe, de hecho, que la profundidad de
penetracién de las ondas ultrasénicas estd influenciada por la frecuencia ultrasénica y que la profundidad de
penetracidén es mayor con frecuencias més bajas. En los tejidos blandos, por ejemplo, la profundidad media de
penetracidén (es decir, la profundidad a la que la intensidad del ultrasonido se reduce un 50 % con respecto a la
intensidad inicial) es de 4-5 cm si la frecuencia del ultrasonido es de 1 MHz y de aproximadamente 1,5 cm si la
frecuencia es de 3 MHz. La profundidad méxima de penetracién en los tejidos blandos es, en cambio, de 10-12 cm si
la frecuencia del ultrasonido es de 1 MHz y de 3-4 cm si la frecuencia del ultrasonido es de 3 MHz. Con referencia a
la presente invencion, la dependencia de la profundidad de penetracién con respecto a la frecuencia se considera
implicitamente al afirmar que la frecuencia depende del tipo de tumor. De hecho, si el tipo de tumor es, por ejemplo,
uno de los melanomas, el tumor esta en la superficie del cuerpo, mientras que si el tipo de tumor es carcinoma ductal
de mama, el tumor estd a una cierta profundidad bajo la superficie del cuerpo. Por estas razones, afirmar que la
frecuencia se determina considerando el tipo de tumor, significa, en general, que la frecuencia se determina
considerando también la informacién respecto a la profundidad del tumor bajo la superficie corporal. Sin embargo,
existen algunos tipos de tumores (p. ej. el adenocarcinoma de pancreas) que se localizan en regiones corporales
cuyas dimensiones pueden variar mucho entre individuos. En estos casos, las diferencias corporales interindividuales
(p. €j., la circunferencia abdominal) pueden afectar significativamente la determinacién de la frecuencia necesaria para
garantizar que los ultrasonidos lleguen al tumor. Por consiguiente, el valor de la frecuencia del ultrasonido también
debe determinarse segln las mediciones antropométricas del paciente. Més particularmente, para el adenocarcinoma
de pancreas humano, algunos ejemplos de dichas mediciones antropométricas pueden ser: circunferencia abdominal,
indice de masa corporal y porcentaje de grasa corporal. Para el carcinoma ductal de mama humano y el
adenocarcinoma de mama humano independiente de estrégeno, algunos ejemplos de dichas mediciones
antropométricas pueden ser: circunferencia mamaria, indice de masa corporal, porcentaje de grasa corporal y
circunferencia del térax. Por lo tanto, en el sistema de la presente invencion, los datos de configuracién pueden
comprender ademas mediciones antropométricas del paciente al que pertenecen las células cancerosas,
selecciondndose dichas mediciones antropométricas del grupo que consiste en: circunferencia abdominal, indice de
masa corporal, circunferencia mamaria, circunferencia toracica y porcentaje de grasa corporal y el valor de la
frecuencia puede determinarse también segun las mediciones antropométricas. En el sistema de la presente invencién,
el valor determinado de la frecuencia esta comprendido entre 0,6 MHz y 3 MH. Aunque el valor del ciclo de trabajo
debe determinarse al menos segln el tipo de tumor y el tipo de farmaco, se ha considerado que cuando un tumor es
una metastasis, o tumor secundario, su ubicacién puede ser diferente a la indicada en la denominacién “tipo de tumor”
y las células son, por lo tanto, diferentes de las células del tumor primitivo correspondiente, porque pertenecen a un
organo diferente de aquel en el que se originé el tumor. Dado que el ciclo de trabajo, como se detalla en los ejemplos
a continuacién, debe variarse segln el tipo de células en las que se desea inducir la sonoporacién, el ciclo de trabajo
debe variarse segln la ubicacién de un eventual tumor secundario. Por estas razones, en el sistema de la presente
invencién los datos de configuracién pueden comprender ademés el grado del tumor vy, si se trata de una metastasis,
la ubicacién de dicha metastasis.

Otro parametro operativo que es relevante para obtener una sonoporacién efectiva del farmaco en las células

cancerosas es el tiempo de operacion, es decir, el intervalo temporal de la administracién de los ultrasonidos. Como
se explica en detalle en los ejemplos a continuacién, el valor del tiempo de operacién también es relevante para
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garantizar una sonoporacion efectiva del farmaco en las células. Por esta razén, en el sistema de la presente invencion
los parametros de operacion pueden comprender el tiempo de operacién, determinandose el valor de dicho tiempo de
operacién segln al menos el tipo de tumor y del tipo de farmaco.

El sistema de la presente invencién esta configurado ademas para sintonizar automaticamente la frecuencia y la
amplitud de la sonda de ultrasonidos para compensar la atenuacién de las ondas ultrasénicas causadas por cualquier
medio interpuesto entre la sonda y las células cancerosas. Ademas, el ajuste automatico de la frecuencia y la amplitud
se produce de forma sincronizada con el ciclo de trabajo.

Estas y otras caracteristicas adicionales se haran mas evidentes con la ayuda de la siguiente descripcién detallada de
una realizacién preferida de la invencién, que se leerdn a modo de ejemplo no limitativo del principio general
reivindicado.

Breve descripcion de los dibujos
La descripcién se refiere a los dibujos adjuntos, en los que:

- Figura 1a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de paclitaxel
a células de carcinoma ductal de mama humano, realizandose dicha administracién de forma simultanea a la
administraciéon de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes concentraciones
totales (50 ym, 10 um, 0,5 um),

- Figura 1b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de albimina
de paclitaxel a células de carcinoma ductal de mama humano, realizandose dicha administraciéon de forma simulténea
a la administracion de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes concentraciones
totales (50 ym, 10 um, 0,5 um),

- Figura 2a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administraciéon in vitro de
doxorrubicina a células de carcinoma ductal de mama humano, realizandose dicha administracién de forma simultanea
a la administracion de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes concentraciones
totales (1000 pg/mi, 500 pg/mi, 100 ug/ml),

- Figura 2b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administraciéon in vitro de
doxorrubicina liposomal a células de carcinoma ductal de mama humano, realizdndose dicha administracién de forma
simultdnea a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones totales (1000 ug/m/, 500 ug/mi, 100 ug/iml),

- Figura 3a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de paclitaxel
a células de adenocarcinoma de mama humano estrégeno-independientes, realizdndose dicha administracién
simultdneamente a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones totales (50 yum, 10 um, 0,5 um),

- Figura 3b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de albimina
de paclitaxel a células de adenocarcinoma de mama humano estrégeno-independientes, realizdndose dicha
administracion simultdneamente a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos
con diferentes concentraciones totales (50 ym, 10 um, 0,5 um),

- Figura 4a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administraciéon in vitro de
doxorrubicina a células de adenocarcinoma de mama humano estrédgeno-independientes, realizdndose dicha
administracion simultdneamente a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos
con diferentes concentraciones totales (1000 pg/mi, 500 pg/mi, 100 ug/ml),

- Figura 4b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administraciéon in vitro de
doxorrubicina liposomal a células de adenocarcinoma de mama humano estrégeno-independientes, realizandose
dicha administraciéon simultaneamente a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados
obtenidos con diferentes concentraciones totales (1000 ug/mi, 500 ug/mi, 100 ug/iml);

- Figura 5a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de paclitaxel
a células de adenocarcinoma de mama humano estrégeno-independientes, realizdndose dicha administracién
simultdneamente a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones totales (50 yum, 10 um, 0,5 um),

- Figura 5b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracion in vitro de albimina
de paclitaxel a células de adenocarcinoma de pancreas humano, realizandose dicha administracién de forma
simultdnea a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones totales (50 yum, 10 um, 0,5 um),
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- Figura 6a muestra el porcentaje de muerte celular obtenido mediante la administracién in vitro de irinotecan
a células de adenocarcinoma de péncreas humano, realizdndose dicha administracién de forma simultanea a la
administraciéon de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes concentraciones
totales (50 ym, 10 um, 0,05 um);

- Figura 6b muestra el porcentaje de muerte celular obtenido al administrar in vitro irinotecén liposomal junto
con fluorouracilo a células de adenocarcinoma de péancreas humano, realizandose dicha administraciéon de forma
simultdnea a la administracién de ondas ultrasénicas. La figura muestra los resultados obtenidos con diferentes
concentraciones totales (50 um, 10 um, 0,05 um);

- Figura 7 muestra los resultados relativos a un experimento de internalizacién de una fluoresceinamina (FA,
por sus siglas en inglés) en células cancerosas. La Figura 7 muestra en particular la captacién de FA en células de
adenocarcinoma pancreatico humano en cinco condiciones experimentales, dichas condiciones disefiadas
especificamente para investigar el efecto de la administracién de ultrasonidos;

- Figura 8a muestra una imagen obtenida por microscopia confocal de barrido laser (CLSM, por sus siglas en
inglés) de la ingesta del FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano, administrandose dicho FA solo, es
decir sin administracién de ultrasonidos y de ningln farmaco;

- Figura 8b muestra una imagen obtenida por microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de la entrada del
FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano, administrandose dicho FA junto con irinotecan liposomal sin
administracion de ultrasonidos;

- Figura 8¢ muestra una imagen obtenida por microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de la entrada del
FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano, administrandose dicho FA junto con irinotecén liposomal y
simultdneamente con la administracién de ultrasonidos pulsados con un ciclo de trabajo del 12 %;

- Figura 8d muestra una imagen obtenida por microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de la entrada del
FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano, administrdndose dicho FA junto con irinotecan liposomal tras
la administracién de ultrasonidos pulsados con un ciclo de trabajo del 1 %; y

- Figura 8e muestra una imagen obtenida por microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de la entrada del
FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano, administrandose dicho FA junto con irinotecén liposomal y
simultdneamente con la administracién de ultrasonidos pulsados con un ciclo de trabajo del 1 %;

- la Figura 9a muestra la cinética del cierre de los poros de la membrana celular con ProHance (Gd3*),

- la Figura 9b muestra la cinética del cierre de los poros de la membrana celular con ProHance y liposomas;

- la Figura 9¢c muestra la cinética del cierre de los poros de la membrana celular con Tetramer; y

la Figura 9d muestra la cinética del cierre de los poros de la membrana celular con tetrdmeros y liposomas.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Una realizacién preferida del sistema comprende:

- un generador configurado para proporcionar energia eléctrica a una frecuencia de ultrasonido;

- una sonda ultrasénica conectada eléctricamente al generador y configurada para

- convertir la energia eléctrica en ondas ultrasénicas pulsadas no focalizadas de baja intensidad definidas por
parametros de operacién, comprendiendo dichos parametros de operacién la frecuencia, el ciclo de trabajo y el tiempo
de operacion de las ondas ultrasénicas;

- un dispositivo de entrada que permite a un operador introducir datos de configuracién que comprenden: tipo
de tumor, tipo de farmaco, medidas antropométricas del paciente al que pertenecen las células cancerosas y grado
del tumor; y

- un procesador configurado para:

. determinar los valores de dichos parametros de operacién segun los datos de configuracién introducidos, en

donde el valor de la frecuencia se determina segln el tipo de tumor y de las mediciones antropométricas y el valor del
ciclo de trabajo se determina segln al menos el tipo de farmaco y el tipo de tumor; y
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. controlar el generador y la sonda ultrasénica para que operen segun dichos valores determinados.

Més particularmente, el sistema comprende una memoria legible por ordenador que almacena una lista de valores de
frecuencia y una lista de valores de ciclo de trabajo y el procesador esta configurado por lo tanto para:

- asignar un valor de frecuencia a un tipo de tumor; y

- asignar un valor de ciclo de trabajo al par de datos de configuracién que comprende: un tipo de tumor y un
tipo de farmaco.

La densidad de potencia de las ondas ultrasdnicas generadas por la realizacién preferida del sistema es inferior a 3
W/em 2.

El dispositivo de entrada es preferiblemente una pantalla tactil integrada con el sistema. Otros ejemplos de dispositivos
de entrada son un ordenador portatil, una tableta y un teléfono inteligente.

En la realizacion preferida, los primeros datos de configuracidén que se solicitan al operador que introduzca, es el tipo
de farmaco. El tipo de farmaco se selecciona del grupo que consiste en: paclitaxel, albiumina de paclitaxel,
doxorrubicina, doxorrubicina liposomal, irinotecan, irinotecan liposomal y fluorouracilo.

Después de seleccionar de una lista de menu o introducir escribiendo el tipo de farmaco, se le puede solicitar a un
operador que elija el tipo de tumor. El tipo de tumor se selecciona del grupo que consiste en carcinoma ductal de
mama humano, adenocarcinoma de mama humano independiente de estrégenos y adenocarcinoma de pancreas
humano. Después se debe introducir el grado del tumor seleccionando las dos opciones siguientes: tumor primario (es
decir, tumor primitivo) y tumor secundario (es decir, metastasis). Si el grado del tumor seleccionado es:

- tumor primario, el ciclo de trabajo se determina segun el tipo de farmaco y el tipo de tumor.

- tumor secundario, el operador también debe introducir la ubicacidén del tumor secundario. En este caso, el
ciclo de trabajo se determina segln el tipo de farmaco, el tipo de tumor y la ubicacién del tumor secundario.

En este caso, el procesador esta configurado para asignar un valor de ciclo de trabajo al conjunto de datos de
configuracién que comprende el tipo de tumor, el tipo de farmaco, el grado del tumor y, eventualmente, la ubicacién
del tumor secundario.

Por ejemplo, si el grado del tumor introducido es primario, el tipo de tumor introducido es carcinoma ductal de mama
humano o adenocarcinoma de mama humano independiente de estrégeno y el tipo de farmaco introducido es
paclitaxel o albumina de paclitaxel o doxorrubicina o doxorrubicina liposomal, el ciclo de trabajo asignado es del 9 %.

Por ejemplo, si el grado del tumor introducido es primario, el tipo de tumor introducido es adenocarcinoma de pancreas
humano y el tipo de farmaco introducidos es paclitaxel o albumina de paclitaxel o irinotecén o irinotecan liposomal o
fluorouracilo, el ciclo de trabajo asignado es del 1 %.

Después de seleccionar el grado del tumor, se deben introducir las medidas antropométricas. Las medidas
antropométricas que debe especificar el operador son diferentes segln el tipo de tumor si el grado del tumor es un
tumor primario y segun la ubicacién del tumor secundario si el grado del tumor es un tumor secundario. Por ejemplo,
las mediciones antropométricas pueden comprender la circunferencia abdominal si el tipo de tumor es adenocarcinoma
de pancreas humano, y la circunferencia mamaria si el tipo de tumor es carcinoma ductal mamario humano. La
frecuencia se determina entonces segln dichas mediciones antropométricas.

En este caso, el procesador esta, por lo tanto, configurado para asignar un valor de frecuencia al conjunto de datos
de configuracién que comprende el tipo de tumor y al menos una medida antropométrica seleccionada del grupo
formado por: circunferencia abdominal, indice de masa corporal, circunferencia mamaria, circunferencia toracica y
porcentaje de grasa corporal.

Si el tumor se extiende a diferentes profundidades, el sistema de la presente invencién también puede comprender
dos sondas que operan a diferentes frecuencias correspondientes a las diferentes profundidades.

Después de haber completado la introduccion de los datos de configuraciéon antes mencionados, se le da al operador
también la posibilidad de elegir otro conjunto de parametros relativos a otro tumor. Por ejemplo, si el primer conjunto
de datos de configuracién se refiere a un tumor primario, es posible establecer también datos de configuracién relativos
a una metastasis de dicho tumor primario. El sistema de la presente invencién puede, de hecho, proporcionar dos
sondas, una primera sonda para el tumor primario y una segunda sonda para la metastasis. Los ultrasonidos emitidos
desde la primera sonda tendran un ciclo de trabajo dependiente del tipo de farmaco y del tipo de tumor primario,
mientras que los ultrasonidos emitidos desde la segunda sonda tendran un ciclo de trabajo dependiente del tipo de
farmaco, del tipo de tumor primario y de la ubicacidén del segundo tumor.
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El tiempo de operaciéon de cada sonda también se determinarg segun los datos de configuracién introducidos. Més
particularmente, segun el tipo de tumor y el tipo de farmaco, el tiempo de intervencién puede comprender:

- una ventana temporal en la que se administran los ultrasonidos; o

- dos o0 mas ventanas temporales en las que se administran ultrasonidos, estando intercaladas dichas ventanas
por una ventana temporal en la que no se administran ultrasonidos. Se solicita al operador que acepte este tiempo
minimo de operacidn o que ingrese otro dato de configuracién que consiste en un nimero entero que multiplicado por
el tiempo minimo de operacién, da como resultado el tiempo de operacion.

En este caso, el procesador esta configurado para asignar un valor de tiempo de operacién al par de datos de
configuracién que comprende: un tipo de tumor y un tipo de farmaco.

Finalmente, en una realizacién preferida, la sonda puede comprender una pluralidad de transductores de ultrasonidos,
estando configurados un primer subconjunto de dichos transductores como emisores de ultrasonidos para convertir la
energia eléctrica en ondas ultrasénicas para inducir la sonoporacién, y estando configurado un segundo subconjunto
de dichos transductores como receptores de ultrasonidos para convertir las ondas ultrasénicas reflejadas por cualquier
medio interpuesto en una sefial eléctrica legible por el procesador, estando programado el procesador para:

- calcular las diferencias de frecuencia y amplitud entre las ondas ultrasdnicas emitidas por el primer
subconjunto de transductores y las ondas ultrasénicas recibidas por el segundo subconjunto de transductores; y

- ajustar los valores de la amplitud y la frecuencia del ultrasonido emitido, de tal modo que se compensen
dichas diferencias.

El primer y el segundo subconjunto de transductores también pueden superponerse en un solo transductor. En este
caso, la sonda comprende un transductor de ultrasonidos, configurado como emisor de ultrasonidos para convertir la
energia eléctrica en ondas ultrasénicas para inducir la sonoporacién y como receptor de ultrasonidos para convertir
las ondas ultrasénicas reflejadas por cualquier medio interpuesto en una sefial eléctrica legible por el procesador,
estando programado el procesador para:

- calcular las diferencias de frecuencia y amplitud entre las ondas ultrasénicas emitidas y las ondas ultrasénicas
recibidas por dicho transductor; y

- ajustar los valores de la amplitud y la frecuencia del ultrasonido emitido, de tal modo que se compensen
dichas diferencias.

Ejemplos

El sistema de la presente invencién se probd in vitro utilizando dos lineas celulares de cancer de mama humano y una
linea celular de adenocarcinoma de péancreas humano.

En particular, se emplearon las siguientes lineas celulares:

- MCF-7: carcinoma ductal de mama humano;

- MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama humano independiente de estrégeno;
- MiaPaCa-2: adenocarcinoma de péancreas humano.

La siguiente tabla resume las combinaciones probadas de lineas celulares y tipo de farmaco:

Lineas celulares Tipo de tumor Tipo de farmaco
MCF -7 Carcinoma ductal de mama humano Paclitaxel
MCF -7 Carcinoma ductal de mama humano Albamina de paclitaxel
MCF -7 Carcinoma ductal de mama humano Doxorrubicina
MCF -7 Carcinoma ductal de mama humano Doxorrubicina liposomal
MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama humano independiente de Paclitaxel

estrégenos
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Lineas celulares Tipo de tumor Tipo de farmaco

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama humano independiente de Albumina de paclitaxel
estrégenos

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama humano independiente de Doxorrubicina
estrégenos

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama humano independiente de Doxorrubicina liposomal
estrégenos

MiaPaCa-2 Adenocarcinoma pancreatico humano Paclitaxel

MiaPaCa-2 Adenocarcinoma pancreatico humano Albamina de paclitaxel

MiaPaCa-2 Adenocarcinoma pancreatico humano Irinotecan

MiaPaCa-2 Adenocarcinoma pancreatico humano Irinotecan liposomal +

fluorouracilo

Para cada combinacién se midié el porcentaje de muerte celular en tres condiciones experimentales principales:
- administracién del farmaco (en adelante, denominada condiciéon “NO-US” en la presente memoria);

- administracién del farmaco y administracién simultdnea de ultrasonidos pulsados no focalizados de baja
intensidad con una frecuencia de 1 MHz y un periodo de 1 segundo, administrandose dicho farmaco en una dosis
Unica;

- administracion de ultrasonidos pulsados no focalizados de baja intensidad con una frecuencia de 1 MHz y un
periodo de 1 segundo, seguido de la administracién del farmaco; y

- administracién del farmaco y administracién simultdnea de ultrasonidos pulsados no focalizados de baja
intensidad con una frecuencia de 1 MHz y un periodo de 1 segundo, administrdndose dicho farmaco en dos dosis de
igual concentracién (en adelante, denominada condicién “US-DC” en la presente memoria).

Se replicaron todas las condiciones experimentales, excepto las NO-US, para diferentes valores de ciclo de trabajo y
cada condicién experimental se replic6 para tres concentraciones totales diferentes de farmacos. También se probaron
varios tiempos de operacién para cada linea celular y para cada tipo de farmaco. Los mejores resultados se obtuvieron
en la condicion US-DC mediante una primera administracién de una primera dosis del farmaco y la administracién
simultéanea de ultrasonidos durante 20 segundos, seguida de una segunda administracién de una segunda dosis del
farmaco y la administracién simultanea de ultrasonidos durante otros 20 segundos.

Los resultados se enumeran en las tablas a continuacién y se muestran en las figuras 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b,
5a, 5b, 6a, 6b.

Las tablas en particular resumen los resultados obtenidos para la condicién US y la condicién US-DC para las tres
concentraciones totales diferentes de farmacos enumerados anteriormente. Para esta Ultima condicién se eligen dos
valores del ciclo de trabajo que se muestran como mejor representativos de la eficacia del tratamiento. En particular,
para las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, se muestran los resultados relativos a los siguientes valores de ciclo
de trabajo:

- ciclo de trabajo = 12 % (US-DC = 12 %)

- ciclo de trabajo = 9 % (US-DC = 9 %)

Para la linea celular MiaPaCa-2, se muestran los resultados relativos a los siguientes valores de ciclo de trabajo:

- ciclo de trabajo = 12 % (US-DC = 12 %)

- ciclo de trabajo = 1 % (US-DC =1 %).

Ejemplo 1

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de paclitaxel
administradas a células de MCF-7 en tres condiciones:

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 606 T3

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de paclitaxel

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Paclitaxel - MCF -7
Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracién total Concentracion total Concentracién total
50 um 10 um 0,5 um

NO-US 72 % - 41 % - 1,0 % -
US-DC=12 % 17,8 % +147,3 % 13,2 % +2216 % 3,4 % +242.5%
US-DC=9 % 32,7 % +354,2 % 24 % +484.7 % 9,1% +807,5 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 1a.
Ejemplo 2

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de albimina de
paclitaxel administradas a células de MCF-7 en tres condiciones:

-NO-US: una primera administracién de una primera dosis de albumina de paclitaxel sin administracién de ultrasonidos
(NO-US) seguida de una segunda administraciéon de una segunda dosis de albumina de paclitaxel;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultanea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de albimina de paclitaxel y administracion simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos; US-DC=9 %:
primera administracién de una primera dosis de albimina de paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
albumina de paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Albamina de paclitaxel - MCF -7
Muerte Aumento % frente a |Muerte Aumento % frente a |Muerte Aumento % frente a
celular % NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total Concentracion total Concentracién total
50 um 10 um 0,5 um

NO-US 23,7 % - 12,9 % - 2,6 % -
Us-
DC=12 % 39,9 % +68,3 % 26,5 % +106 % 25,24 % +491,3 %
3329% 51,7 % +1181 % 33,7 % +161,8 % 24 % +830 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 1b.
Ejemplo 3

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de doxorrubicina
administradas a células de MCF-7 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina sin administraciéon de ultrasonidos (NO-
US) seguida de una segunda administracion de una segunda dosis de doxorrubicina;
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- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina y administraciéon simultanea de pLINFU
(con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
doxorrubicina y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina y administracién simultanea de pLINFU
(con ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administraciéon de una segunda dosis de
doxorrubicina y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Doxorrubicina - MCF -7
Muerte Aumento % frente [Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % a-us celular % NO-US
Concentracion total Concentracion total Concentracién total
1000 ug/ml/ 500 ugiml/ 100 pg/ml/

NO-US 59 % - 23,3 % - 17,1 % -
US-DC=12 % 82 % +39 % 499 % +114,2 % 28,2 % +64,9 %
US-DC=9 % 70,6 % +19,7 % 472 % +102,5 % 29,8 % +74,4 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 2a.
Ejemplo 4

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de doxorrubicina
liposomal administradas a células de MCF-7 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina liposomal sin administraciéon de
ultrasonidos (NO-US) seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de doxorrubicina liposomal;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina liposomal y administraciéon simultanea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Doxorrubicina liposomal - MCF-7
Muerte Aumento % frente [Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracién total Concentracion total Concentracién total
1000 ug/mi 500 ugiml/ 100 pg/ml/

NO-US 75,4 % - 355 % - 16,2 % -
US-DC=12 % 82 % +8,7 % 498 % +40,4 % 282 % +74 %
US-DC=9 % 92,8 % +23 % 472 % +97,4 % 37 % +128,7 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 2b.
Ejemplo 5

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de paclitaxel
administradas a células de MDA-MB-231 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de paclitaxel

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con

ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;
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- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Paclitaxel - MDA-MB-231

Muerte Aumento % frente [Muerte Aumento % frente a |Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total Concentracion total Concentracion total
50 um 10 um 0.5 um
NO-US 7,9 % - 6,4 % - 6,4 % -
US-DC=12 % 12,3 % +55,3 % 7.4 % +15 % 59 % -7.8%
US-DC=9 % 255 % +221,9 % 14,7 % +128,4 % 11,3 % +76,6 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 3a.
Ejemplo 6

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de albimina de
paclitaxel administradas a células de MDA-MB-231 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos
(NO-US) seguida de una segunda administraciéon de una segunda dosis de albumina de paclitaxel;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de albimina de paclitaxel y administracién
simultdnea de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de
una segunda dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de albimina de paclitaxel y administracién
simultéanea de pLINFU (con ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos, seguida de una segunda administracién de
una segunda dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Paclitaxel albumina - MDA-MB-231

Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente
celular % |NO-US celular % NO-US celular % a NO-US
Concentracién total Concentracién total Concentracién total
50 um 10 um 0,5 um
NO-US 17,8 % - 9,4 % - 5% -
US-DC=12 % 21,6 % +21,3% 11,3 % +20,2 % 7,8% +56 %
US-DC=9 % 451 % +153,4 % 31,9 % +239.4 % 80,9 % +282 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 3b.
Ejemplo 7

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de doxorrubicina
administradas a células de MDA-MB-231 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de doxorrubicina;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina y administraciéon simultanea de pLINFU
(con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
doxorrubicina y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina y administracién simultanea de pLINFU

(con ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administraciéon de una segunda dosis de
doxorrubicina y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos.
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Doxorrubicina - MDA-MB-231
Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracién total Concentracion total Concentracién total
1000 ug/ml/ 500 ugim! 100 pg/mi

NO-US 545 % - 22,8 % - 10,9 % -
US-DC=12 % 546 % +0,3 % 27 % +18,4 % 12 % +11,8 %
US-DC=9 % 60,5 % +11,1% 38,8 % +70,5 % 235% +116 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 4a.
Ejemplo 8

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de doxorrubicina
liposomal administradas a células de MDA-MB-231 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de doxorrubicina liposomal;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=9 %: primera administracién de una primera dosis de doxorrubicina liposomal y administraciéon simultanea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 9 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de doxorrubicina liposomal y administracién simultdnea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Doxorrubicina liposomal - MDA-Mb-231
Muerte Aumento % frente [Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracién total Concentracion total Concentracién total
1000 ug/mi 500 ugiml/ 100 pg/ml/

NO-US 65,7 % - 29 % - 11,1 % -
US-DC=12 % 72,4 % +10,2 % 37,8% +30,4 % 17,1 % +53,9 %
US-DC=9 % 81,3 % +23,7 % 512 % +76,6 % 29,4 % +164,6 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 4b.
Ejemplo 9

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de paclitaxel
administradas a células de MiaPaCa2 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de paclitaxel sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de paclitaxel

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=1 %: primera administracién de una primera dosis de paclitaxel y administracién simultdnea de pLINFU (con

ciclo de trabajo = 1 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.
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Paclitaxel - MiaPaCa2
Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total 50 um Concentracién total 10 yum Concentracién total 0,5 um
NO-US 80,2 % - 65,3 % - 455 % -
US-DC=12 % 87,6 % +9.2 % 92 % +12,7 % 12,7 % 17,1 %
US-DC=1 % 90,5 % +12,8 % 12,8 % +22,7 % 22,7 % 40,1 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 5a.
Ejemplo 10

En la siguiente tabla se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de albimina de
paclitaxel administradas a células de MiaPaCa2 en tres condiciones:

-NO-US: una primera administracién de una primera dosis de albumina de paclitaxel sin administracién de ultrasonidos
(NO-US) seguida de una segunda administraciéon de una segunda dosis de albumina de paclitaxel;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultanea
de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=1 %: primera administracién de una primera dosis de albimina de paclitaxel y administracién simultanea de
pLINFU (con ciclo de trabajo = 1 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administraciéon de una segunda
dosis de albumina de paclitaxel y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Paclitaxel albumina - MiaPaCa2
Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente a [Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total 50 um Concentracion total 10 ym Concentracién total 0,5 um
NO-US 7.9 % - 6,4 % - 6,4 % -
US-DC=12 % 12,3 % +55,3 % 7.4 % +15 % 59 % -7.8 %
US-DC=1 % 255 % +221,9 % 14,7 % +128,4 % 11,3 % +76,6 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 5b.
Ejemplo 11

En la siguiente tabla, se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de irinotecan
administradas a células de MiaPaCa2 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de irinotecan sin administracién de ultrasonidos (NO-US)
seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de irinotecén;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de irinotecan y administracién simultanea de pLINFU
(con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
irinotecén y administracion simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=1 %: primera administracién de una primera dosis de irinotecan y administracién simultanea de pLINFU (con
ciclo de trabajo = 1 %) durante 20 segundos seguida de una segunda administracién de una segunda dosis de
irinotecén y administracion simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Irinotecan - MiaPaCa2
Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total 50 um Concentracion total 1 pm Concentracion total 0,05 pm
NO-US 56,7 % - 21,1 % - 11,5 % -
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Irinotecan - MiaPaCa2
Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente a|Muerte Aumento % frente a
celular % |a NO-US celular % NO-US celular % NO-US
Concentracion total 50 um Concentracion total 1 pm Concentracion total 0,05 pm
US-DC=12 % 66 % +16,5 % 30 % +425% 18,5 % +60,6 %
US-DC=1 % 74,3 % +31,1% 34,3 % +62,9 % 25,4 % +120,8 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 6a.
Ejemplo 12

En la siguiente tabla, se informa el porcentaje de muerte celular para tres concentraciones diferentes de irinotecan
liposomal y fluorouracilo (FU) administrados a células de MiaPaCa2 en tres condiciones:

- NO-US: una primera administracién de una primera dosis de una solucién que contiene irinotecan liposomal y
fluorouracilo, sin administraciéon de ultrasonidos (NO-US) seguida de una segunda administracién de una segunda
dosis de una solucién que contiene irinotecan liposomal y fluorouracilo;

- US-DC=12 %: primera administracién de una primera dosis de una solucién que contiene irinotecan liposomal y
fluorouracilo, y administracién simultanea de pLINFU (con ciclo de trabajo = 12 %) durante 20 segundos, seguida de
una segunda administracién de una segunda dosis de una solucién que contiene irinotecéan liposomal y fluorouracilo,
y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos;

- US-DC=1 %: primera administracién de una primera dosis de una solucién que contiene irinotecan liposomal y
fluorouracilo, y administracién simultanea de pLINFU (con ciclo de trabajo = 1 %) durante 20 segundos, seguida de
una segunda administracién de una segunda dosis de una solucién que contiene irinotecéan liposomal y fluorouracilo,
y administracién simultanea de pLINFU durante otros 20 segundos.

Irinotecan liposomal + fluorouracilo (FU) - MiaPaCa2

Muerte Aumento % frente |Muerte Aumento % frente Muerte celular % Aumento % frente
celular % [a NO-US celular % a NO-US °la NO-US
Concentracién total Concentracién total Conc;r;’;namon
50 um + 5 FU 100 um 1pum+SFU 10 ym 0,05 um+ 5FU 1 um
NO-US 85 % - 67 % - 25 % -
US-DC=12 % 89 % +4.7 % 80,5 % +20,1 % 39 % +56 %
US-DC=1 % 98 % +11,8 % 88 % +31,3 % 535% +114 %

Los resultados de la tabla anterior se representan gréficamente en la figura 6b.

Ejemplo 13

Este ejemplo es relativo a un experimento de internalizacién de una fluoresceinamina (FA). La figura 7 muestra en
particular la captacién de FA en células de adenocarcinoma de pancreas humano en cinco condiciones

experimentales, dichas condiciones disefiadas especificamente para comparar el efecto de la administracién de
ultrasonidos. Las condiciones experimentales probadas son:

- FA - NO-US - NO DRUG: administracion de FA sola, sin administracién de ninglin farmaco y sin
administracion de ultrasonidos;

- FA-LI - NO-US: administracién de FA e irinotecan liposomal (L), sin administracién de ultrasonidos;

- US-DC=12 %: administracién de FA e irinotecan liposomal (LI), con administracién simultanea de pLINFU
con un ciclo de trabajo del 12 %;

- US-PRE-DC=1 %: administracién de pLINFU con un ciclo de trabajo del 1 % seguido de la administracién
posterior de FA e irinotecan liposomal (LI); y

- US-DC=1 %: administracién de FA e irinotecan liposomal (LI), con administracién simultdnea de pLINFU con
un ciclo de trabajo del 1 %.
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En la figura 7, se representa graficamente la internalizacién de FA (%), es decir el porcentaje de FA medido después
de la eliminacién del liquido surfactante de los pocillos de cultivo celular, es decir el porcentaje de FA dentro de la
célula.

Los resultados del experimento de este ejemplo también se analizaron mediante microscopia confocal de barrido laser
(CLSM) después de 2 horas de incubacién. Las figuras 8a, 8b, 8c, 8d, 8e muestran la ingesta de AG en células de
adenocarcinoma pancreatico humano, en las cinco condiciones experimentales mencionadas anteriormente. De la
figura 7 se puede deducir que el mayor % de internalizacién de FA se obtiene con la condicién US-DC =1 %.

En estas imagenes se puede observar como el FA solo (representado en blanco) no se acumula en las células
(representadas en gris) (figura 8a). Cuando se administra FA junto con irinotecan liposomal (figura 8b) se observa una
mayor densidad de fluorescencia, pero solo a nivel perimembrana extracelular. Esto se puede explicar con una mayor
interaccién quimica entre las cadenas poliméricas de polietilenglicol de la membrana liposomal y el FA. En la figura 8c
y la figura 8d (US-DC=12 % y US- PRE - DC=1 %, respectivamente), se hizo evidente la presencia de FA dentro de
las células y el mayor nivel de internalizaciéon de FA se muestra en la figura 8e correspondiente a la condicién US-
DC=1 %. En la condicién US-PRE-DC=1 % se consigue un cierto grado de internalizacién de FA, probablemente,
debido a que tras la administracién de ultrasonidos, las membranas de las células necesitan algunas decenas de
segundos para volver a la permeabilidad que tenian antes de la sonoporacion.

Ejemplo 14
Este ejemplo es relativo al estudio de |la apertura y cierre de poros en células de cancer de mama.

Para cada punto del gréfico (figuras 9a, 9b, 9¢, 9d) se sonded una muestra. Todas las muestras contienen la misma
cantidad de células.

En el eje X se reportan los tiempos entre el final de la sonoporacién celular y la adicién de la sustancia cuya
internalizacidén debe medirse en las células.

El experimento de internalizacién es el siguiente:

- Tiempo 0 min: una vez transcurrido 1 minuto de sonoporacidn, se afiade una cantidad fija de ProHance
(medio de contraste para resonancia magnética) al cultivo celular; Después de 1 minuto las células estan aisladas.

- Tiempo 1 min: 1 minuto de sonoporacién, luego después de 1 minuto se agrega una cantidad fija de ProHance
al cultivo celular, después de otro minuto se aislan las células.

- Tiempo n min: 1 minuto de sonoporacién, luego de n minutos se agrega una cantidad fija de ProHance al
cultivo celular; Después de otro minuto, las células quedan aisladas.

Estas pruebas, ademas de las realizadas en otros tipos de células, han demostrado que el tiempo de cierre de los
poros celulares depende de:

- tipo de células;

- tipo de molécula de farmaco (ProHance y Tetramer simularon la presencia de moléculas farmacolégicas de
diferente composicién y tamafio)

- presencia o ausencia de agentes vectores (liposomas)
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REIVINDICACIONES
Un sistema para inducir la sonoporacién de un farmaco en células cancerosas en un tumor, que comprende:

-un generador configurado para proporcionar energia eléctrica a una frecuencia de ultrasonido;

-al menos una sonda ultrasénica conectada eléctricamente al generadory configurada para convertir
la energia eléctrica en ondas ultrasénicas pulsadas no focalizadas de baja intensidad definidas por
parametros de operacion, comprendiendo dichos pardmetros de operacidén la frecuencia de las
ondas ultrasénicas;

-un dispositivo de entrada que permite a un operador introducir datos de configuracién que
comprenden el tipo de farmaco; y

-un procesador configurado para:

determinar los valores de dichos pardametros de operacién segln los datos de configuracidon
introducidos; y
controlar el generador y la sonda ultrasénica para que operen segun dichos valores
determinados;

caracterizado por que los pardmetros de operacién comprenden ademas el ciclo de trabajo de las
ondas ultrasénicas, el dispositivo de entrada permite ademés que un operador ingrese datos de
configuracién que comprenden el tipo de tumor, y el procesador estd configurado para determinar
el valor de la frecuencia segun al menos el tipo de tumor, y el valor del ciclo de trabajo segun al
menos el tipo de farmaco y el tipo de tumor.

Sistema seguln la reivindicacién 1, en donde los parametros de operacién comprenden la amplitud de las
ondas ultrasénicas y el sistema esta configurado para sintonizar automaticamente la frecuencia y la amplitud
de la sonda ultrasénica para compensar la atenuacién de las ondas ultrasénicas causada por cualquier medio
interpuesto entre la sonda y las células cancerosas.

Sistema segun la reivindicacién anterior en donde el sistema estd configurado para sintonizar
automaticamente la frecuencia y la amplitud de forma sincronizada con el ciclo de trabajo.

Sistema segun la reivindicacién anterior en donde la sonda comprende una pluralidad de transductores de
ultrasonidos, estando configurados un primer subconjunto de dichos transductores como emisores de
ultrasonidos para convertir la energia eléctrica en ondas ultrasénicas para inducir la sonoporacién, y estando
configurado un segundo subconjunto de dichos transductores como receptores de ultrasonidos para convertir
las ondas ultrasénicas reflejadas por cualquier medio interpuesto en una sefial eléctrica legible por el
procesador, estando programado el procesador para:

-calcular las diferencias de frecuencia y amplitud entre las ondas ultrasénicas emitidas por el primer
subconjunto de transductores y las ondas ultrasénicas recibidas por el segundo subconjunto de
transductores; y

-ajustar los valores de la amplitud y la frecuencia de los ultrasonidos emitidos, de tal modo que se
compensen dichas diferencias.

Sistema segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde la sonda comprende un transductor de
ultrasonidos, configurado como emisor de ultrasonidos para convertir la energia eléctrica en ondas
ultrasénicas para inducir la sonoporacién y como receptor de ultrasonidos para convertir las ondas
ultrasénicas reflejadas por cualquier medio interpuesto en una sefial eléctrica legible por el procesador,
estando programado el procesador para:

-calcular las diferencias de frecuencia y amplitud entre las ondas ultrasénicas emitidas y las ondas
ultrasénicas recibidas por dicho transductor; y

-ajustar los valores de la amplitud y la frecuencia de los ultrasonidos emitidos, de tal modo que se
compensen dichas diferencias.

Sistema segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una memoria legible por
ordenador que almacena una lista de valores de frecuencia y una lista de valores de ciclo de trabajo y en
donde el procesador esta configurado para:

-asignar un valor de frecuencia a un tipo de tumor; y
-asignar un valor de ciclo de trabajo a un par de datos de configuracién que comprenden: un tipo de
tumory un tipo de farmaco.

Sistema segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tipo de tumor se selecciona del
grupo que consiste en carcinoma ductal de mama humano, adenocarcinoma de mama humano independiente
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de estrdégenos, adenocarcinoma de pancreas humano, melanoma humano; melanoma lentiginoso humano,
melanoma lentigo maligno humano; melanoma humano de propagacion superficial; melanoma lentiginoso
acral humano, melanoma mucoso humano, melanoma nodular humano, melanoma polipoide humano,
melanoma de células pequefias humano; melanoma spitzoide humano, melanoma uveal humano y
melanoma desmoplasico humano, carcinoma hepatocelular.

Sistema segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los datos de configuracion
comprenden medidas antropométricas del paciente al que pertenecen las células cancerosas,
selecciondndose dichas medidas antropométricas del grupo que consiste en: circunferencia abdominal, indice
de masa corporal, circunferencia mamaria, circunferencia toracica, y porcentaje de grasa corporal.

Sistema segun la reivindicacién 8, en donde el valor de la frecuencia se determina también segun las
mediciones antropométricas.

Sistema segun la reivindicacién 9 cuando depende de la reivindicacion 2, en donde el procesador esta
configurado para asignar un valor de frecuencia a un conjunto de datos de configuracién que comprenden el
tipo de tumor y al menos una medida antropométrica seleccionada del grupo que consiste en: circunferencia
abdominal, indice de masa corporal, circunferencia mamaria, circunferencia toracica, y porcentaje de grasa
corporal.

Sistema segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los datos de configuracion
comprenden un grado del tumor, seleccionandose dicho grado del tumor del grupo que consiste en: tumor
primario, o primitivo, y tumor secundario, o metastasis.

Sistema segun la reivindicaciéon 11 en donde los datos de configuracién comprenden una ubicacién del tumor
secundario, si dicho grado del tumor es tumor secundario, o metastasis.

Sistema seguln la reivindicacién 12, en donde el valor del ciclo de trabajo se determina también segln la
ubicacién del tumor secundario.

Sistema segun la reivindicacién 12 cuando depende de la reivindicacién 2, en donde el procesador esta
configurado para asignar un valor de ciclo de trabajo a un conjunto de datos de configuracién que comprenden
el tipo de tumor, el tipo de farmaco y el grado del tumor.

Sistema segun la reivindicacién 14 cuando depende de la reivindicacién 2, en donde el procesador esta
configurado para asignar un valor de ciclo de trabajo a un conjunto de datos de configuracién que comprenden
el tipo de tumor, el tipo de farmaco y la ubicacién del tumor secundario, si el grado del tumor es tumor
secundario, o metéastasis.

Sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tipo de farmaco se selecciona
del grupo que consiste en: paclitaxel, albimina de paclitaxel, doxorrubicina, doxorrubicina liposomal,
irinotecén, irinotecan liposomal y fluorouracilo.

Sistema seguln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los pardmetros de operacién
comprenden un tiempo de operacién de las ondas ultrasénicas, determinandose el valor de dicho tiempo de
operacién segln al menos el tipo de tumor y el tipo de farmaco.

Sistema segun la reivindicacién anterior, en donde el procesador esta configurado para asignar un valor de
tiempo de operacién a un par de datos de configuracién que comprenden: un tipo de tumor y un tipo de
farmaco.

Sistema segun la reivindicacién anterior, en donde el tiempo de operacién consiste en:

-una ventana temporal en la que se administran los ultrasonidos; o

-al menos dos ventanas temporales en las que se administran ultrasonidos, estando dichas dos al
menos dos ventanas temporales intercaladas por una ventana temporal en la que no se administran
ultrasonidos.

Sistema segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el valor determinado de la
frecuencia estd comprendido entre 0,6 MHz y 3 MHz y/o el valor determinado del ciclo de trabajo es inferior
al 12 %.

Programa de ordenador que comprende porciones de c6digo adaptadas para realizar, cuando se ejecutan en

un ordenador acoplado a un generador y a un dispositivo de entrada, un método para controlar ondas
ultrasénicas para inducir la sonoporacién de un farmaco en las células, comprendiendo el método:

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 606 T3

-leer datos de configuracién introducidos por un operador a través del dispositivo de entrada,
comprendiendo dichos datos de configuracion: tipo de tumor, tipo de farmaco, grado del tumor y
mediciones antropométricas;

-determinar un valor de frecuencia segln el tipo de tumor; y determinar un valor de ciclo de trabajo
segln un par de datos de configuracién que comprenden: el tipo de tumor y el tipo de farmaco;
-controlar la al menos una sonda ultrasénica para que opere segun dichos valores determinados,
estando dicha al menos una sonda conectada eléctricamente al generador y configurada para
convertir la energia eléctrica en ondas ultrasénicas pulsadas no focalizadas de baja intensidad.
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