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DESCRIPCION
Composiciones nanoparticuladas para diagnostico por imagen
Antecedentes

Esta solicitud se refiere de forma general a composiciones de nanoparticulas utiles como agentes de diagnosis por
imagen para uso en una o mas de Rayos X/Tomografia Computarizada (TC) e Imagen por Resonancia Magnética
(IRM). Mas particularmente, la solicitud se refiere a composiciones nanoparticuladas utiles como agentes de
contraste, y a métodos de fabricacion y uso de dichos agentes.

Casi todos los agentes de contraste para diagndstico aprobados clinicamente son composiciones que comprenden
moléculas pequefias. Compuestos aromaticos yodados, relativamente pequefios, se han utilizado como agentes de
contraste estandar en rayos-X y TC, mientras que para Imagen por Resonancia Magnética se usan quelatos de Gd.
Los agentes de contraste conocidos adolecen de una o mas desventajas, tales como una rapida eliminacion del
organismo, una retencién excesivamente larga en el organismo, toxicidad, no especificidad, falta de estabilidad y un
coste elevado. Dichas limitaciones contribuyen a reducir la eficacia global de un programa de terapia basado en el
diagndstico por imagen. A pesar de que hasta la fecha se ha realizado un progreso considerable en este campo,
sigue existiendo una necesidad de nuevas clases de agentes de contraste que solvente una o mas de dichas
desventajas y/o que posean caracteristicas que faciliten nuevos modos de diagndstico por imagen.

Las composiciones nanoparticuladas son considerablemente prometedoras en aplicaciones médicas, tanto en
diagnosis como en terapia. Aunque solo se han aprobado clinicamente unos pocos agentes que contengan
composiciones nanoparticuladas para aplicaciones de imagen por resonancia magnética y para aplicaciones de
administracion de farmacos, aun estan en desarrollo cientos de este tipo de agentes. El documento US 2010/166665
A1 presenta un método para fabricar nanoparticulas que comprende una superficie de nucleo libre esencialmente de
silice y un recubrimiento unido a la superficie de nucleo, donde el recubrimiento incluye un resto zwitteriénico
funcionalizado con un silano. Existen evidencias sustanciales de que las composiciones nanoparticuladas presentan
beneficios sobre los agentes de molécula pequefia usados actualmente, en términos de eficacia en diagnosis y
terapia. Sin embargo, el efecto del tamafio de particula, de la estructura y las propiedades superficiales sobre la bio-
distribucion y la eliminacion in vivo de agentes basados en composiciones nanoparticuladas no se conoce bien. Las
nanoparticulas, dependiendo de su tamafio, tienden a permanecer en el organismo durante periodos de tiempo mas
largos, en comparacion con las moléculas pequefias. En el caso de los agentes de contraste, se prefiere tener una
eliminacion renal maxima de los agentes del organismo con una toxicidad minima a corto o largo plazo.

Por lo tanto, existe una necesidad de nuevas composiciones nanoparticuladas para uso como agentes de contraste
y/o agentes de imagen con propiedades mejoradas. En particular, las composiciones nanoparticuladas que
presentan caracteristicas mejoradas en términos de eliminacion por via renal y de toxicidad serian especialmente
ventajosas. Adicionalmente, existe una necesidad de nuevos intermedios sintéticos con los que preparar dichas
composiciones de nanoparticulas.

Descripcion breve

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un trialcoxisilano que tiene la estructura |

(R10)5Si N

en donde R' es de forma independiente en cada aparicion un grupo alquilo C4-Cs; R® es de forma independiente en
cada aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical alifatico C1-Cs, un radical aromatico C7-Cq2, 0
un grupo cicloalifatico Cs-C1p; nes 0,1,263;ges 1,206 3;tes 0, 16 2; y X representa un contraion de equilibrio de
carga.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicién nanoparticulada que comprende
nanoparticulas que tienen la estructura idealizada 1l, comprendiendo las nanoparticulas un o6xido metalico
nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano cargado positivamente
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en donde R® es de forma independiente en cada aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical
alifatico C4-Cs, un radical aromatico C7-C12, 0 un grupo cicloalifatico Cs-Cio; nes 0,1,26 3;ges 1,26 3;tes 0,106
2; y X representa un contraion de balance de carga; y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende
6xido de tantalo nanoparticulado.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una composicidon de nanoparticulas que comprende
nanoparticulas que presentan la estructura idealizada Ill, comprendiendo las nanoparticulas un 6xido metalico
nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano betaina

R® R®
o}
q
0]
oxd meta_hco nanopamculado ligando de trioxisilano betaina
funcionalizado /
11T

en donde R® es de forma independiente en cada aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-C3; nes 0, 1,26 3; q

es 1,2 6 3;tes 0,106 2;y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende 6xido de tantalo
nanoparticulado.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una composicion de agente de diagnosis por imagen que
comprende nanoparticulas que presentan la estructura idealizada Ill, comprendiendo las nanoparticulas un éxido
metalico nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano betaina
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en donde R® es de forma independiente en cada aparicion un hidrogeno o un grupo alquilo C+-C3; nes 0, 1,26 3; q
es 1,2 6 3;tes 0,106 2;y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende 6xido de tantalo
nanoparticulado.

Descripcion detallada

En la siguiente especificacion y reivindicaciones, que van detras, se hara referencia a una serie de términos, que se
definiran con los siguientes significados.

” o« » o«

Las formas singulares “un”, “una”, y “el”,
dicte lo contrario.

la” incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto claramente

“Opcional” u “opcionalmente” significan que el evento o circunstancia descrito a continuaciéon puede producirse o no,
y que la descripcion incluye ejemplos en los que el evento se produce y ejemplos en los que no.

Se puede aplicar un lenguaje aproximado, como el usado a lo largo de la presente especificacion y reivindicaciones,
para modificar cualquier representacién cuantitativa que pudiera variar de forma permisible sin dar como resultado
un cambio en la funcién basica a la que se refiere. Por consiguiente, un valor modificado por un término o términos,
tales como “aproximadamente” y “sustancialmente”, no esta limitado por el valor preciso especificado. En al menos
algunos ejemplos, el lenguaje aproximado puede corresponder a la precision de un instrumento para medir un valor.
Aqui y a lo largo de la especificacion y de las reivindicaciones, se pueden combinar y/o intercambiar limitaciones de
rangos, dichos rangos se identifican e incluyen todos los sub-rangos contenidos en ellos, a menos que el contexto o
el lenguaje indiquen lo contrario.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “radical aromatico” se refiere a un sistema de atomos que
presenta una valencia de al menos uno y que comprende al menos un grupo aromatico. El sistema de atomos que
presenta una valencia de al menos uno que comprende al menos un grupo aromatico puede incluir heteroatomos
tales como nitrégeno, azufre, selenio, silicio y oxigeno, o puede estar compuesto exclusivamente por carbono e
hidrégeno. Tal como se usa en la presente memoria, el término “radical aromatico” incluye, aunque sin limitacion,
radicales fenilo, piridilo, furanilo, tienilo, naftilo, fenileno y bifenilo. Como se ha indicado, el radical aromatico contiene
al menos un grupo aromatico. El grupo aromatico es invariablemente una estructura ciclica que tiene 4n+2
electrones “deslocalizados” en donde “n” es un numero entero igual a 1 o superior, tal como se ilustra en grupos
fenilo (n = 1), grupos tienilo (n = 1), grupos furanilo (n = 1), grupos naftilo (n = 2), grupos azulenilo (n = 2), grupos
antraceneilo (n = 3) y similares. El radical aromatico también puede incluir componentes no aromaticos. Por ejemplo,
un grupo bencilo es un radical aromatico que comprende un anillo fenilo (el grupo aromatico) y un grupo metileno (el
componente no aromatico). De forma similar, un radical tetrahidronaftilo es un radical aromatico que comprende un
grupo aromatico (CeHs) fusionado a un componente no aromatico -(CH)s-. Por conveniencia, en la presente
memoria el término “radical aromatico” se define para que abarque un amplio rango de grupos funcionales tales
como grupos alquilo, grupos alquenilo, grupos alquinilo, grupos haloalquilo, grupos haloaromaticos, grupos dienilo
conjugados, grupos alcohol, grupos éter, grupos aldehido, grupos cetona, grupos acido carboxilico, grupos acilo (por
ejemplo, derivados de acido carboxilico tales como ésteres y amidas), grupos amino, grupos nitro, y similares. Por
ejemplo, el radical 4-metilfenilo es un radical aromatico C7 que comprende un grupo metilo, siendo el grupo metilo un
grupo funcional que es un grupo alquilo. De forma similar, el grupo 2-nitrofenol es radical aromatico Cs que
comprende un grupo nitro, siendo el grupo nitro un grupo funcional. Los radicales aromaticos incluyen radicales
aromaticos halogenados tales como 4-trifluorometilfenilo, hexafluoroisopropilidenbis(4-fen-1-iloxi) (es decir, -
OPhC(CF3)2PhO-), 4-clorometilfen-1-ilo, 3-trifluorovinil-2-tienilo, 3-triclorometilfen-1-ilo (es decir, 3-CClsPh-), 4(3-
bromoprop-1-il)fen-1-ilo (es decir, 4-BrCH,CH,CH-Ph-), y similares. Otros ejemplos de radicales aromaticos incluyen
4-aliloxifen-1-oxi, 4-aminofen-1-ilo (es decir, 4-H,NPh-), 3-aminocarbonilfen-1-ilo (es decir, NH.COPh-), 4-benzoilfen-
1-ilo, dicianometilidenbis(4-fen-1-iloxi) (es decir, -OPhC(CN).PhO-), 3-metilfen-1-ilo, metilenbis(4-fen-1-iloxi) (es
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decir, -OPhCH,PhO-), 2-etilfen-1-ilo, feniletenilo, 3-formil-2-tienilo, 2-hexil-5-furanilo, hexametilen-1,6-bis(4-fen-1-
iloxi) (es decir, -OPh(CH.)sPhO-), 4-hidroximetilfen-1-ilo (es decir, 4-HOCH,Ph-), 4-mercaptometilfen-1-ilo (es decir,
4-HSCH.Ph-), 4-metiltiofen-1-ilo (es decir, 4-CH3SPh-), 3-metoxifen-1-ilo, 2-metoxicarbonilfen-1-iloxi (p.ej., metil
salicilo), 2-nitrometilfen-1-ilo (es decir, 2-NO2,CH,Ph), 3-trimetilsililfen-1-ilo, 4-t-butildimetilsililfen-1-ilo, 4-vinilfen-1-ilo,
vinilidenbis(fenilo), y similares. El término “un radical aromatico C3-C1¢” incluye radicales aromaticos que contienen al
menos tres, pero no mas de 10, atomos de carbono. El radical aromatico 1-imidazolilo (CsH2N2-) representa un
radical aromatico Cs. El radical bencilo (C7H7-) representa un radical aromatico Cy.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “radical cicloalifatico” se refiere a un radical que tiene una
valencia de al menos uno, y que comprende un sistema de atomos que es ciclico pero que no es aromatico. Tal
como se define en la presente memoria, un “radical cicloalifatico) no contiene un grupo aromatico. Un “radical
cicloalifatico” puede comprender uno o mas componentes no ciclicos. Por ejemplo, un grupo ciclohexilmetilo
(CeH11CH>-) es un radical cicloalifatico que comprende un anillo de ciclohexilo (el sistema de atomos que es ciclico
pero que no es aromatico) y un grupo metileno (el componente no ciclico). El radical cicloalifatico puede incluir
heteroatomos tales como nitrégeno, azufre, selenio, silicio y oxigeno, o puede estar compuesto exclusivamente por
carbono e hidrégeno. Por conveniencia, en la presente memoria se define el término “radical cicloalifatico” para que
abarque un amplio rango de grupos funcionales tales como grupos alquilo, grupos alquenilo, grupos alquinilo, grupos
haloalquilo, grupos dienilo conjugados, grupos alcohol, grupos éter, grupos aldehido, grupos cetona, grupos acido
carboxilico, grupos acilo (por ejemplo, derivados de acido carboxilico tales como ésteres y amidas), grupos amino,
grupos nitro, y similares. Por ejemplo, el radical 4-metilciclopent-1-ilo es un radical cicloalifatico Cs que comprende
un grupo metilo, siendo el grupo metilo un grupo funcional que es un grupo alquilo. De forma similar, el radical 2-
nitrociclobut-1-ilo es un radical cicloalifatico C4 que comprende un grupo nitro, siendo el grupo nitro un grupo
funcional. Un radical cicloalifatico puede comprender uno o mas atomos de halégeno que pueden ser iguales o
diferentes. Los atomos de halégeno incluyen, por ejemplo, fldor, cloro, bromo y yodo. Los radicales cicloalifaticos
que comprenden uno o mas atomos de halégeno incluyen 2-trifluorometilciclohex-1-ilo, 4-bromodifluorometilciclooct-
1-ilo, 2-clorodifluorometilciclohex-1-ilo, hexafluoroisopropiliden-2,2-bis (ciclohex-4-ilo) (es decir, -CsH10C(CF3)2 CeH10-
), 2-clorometilciclohex-1-ilo, 3-difluorometilenciclohex-1-ilo, 4-triclorometilciclohex-1-iloxi, 4-
bromodiclorometilciclohex-1-iltio, 2-bromoetilciclopent-1-ilo, 2-bromopropilciclohex-1-iloxi (p-€j.,
CH3CHBrCH,CgH100-), y similares. Otros ejemplos de radicales cicloalifaticos incluyen 4-aliloxiciclohex-1-ilo, 4-
aminociclohex-1-ilo (es decir, H2NCgH1o-), 4-aminocarbonilciclopent-1-ilo (es decir, NH.COCsHs-), 4-acetiloxiciclohex-
1-ilo, 2,2-dicianoisopropilidenbis(ciclohex-4-iloxi) (es decir, -OCgH19C(CN),C¢H100-), 3-metilciclohex-1-ilo,
metilenbis(ciclohex-4-iloxi) (es decir, -OCgH10CH2CsH100-), 1-etilciclobut-1-ilo, ciclopropiletenilo, 3-formil-2-
tetrahidrofuranilo, 2-hexil-5-tetrahidrofuranilo, hexametilen-1,6-bis(ciclohex-4-iloxi) (es decir, -OCgH1o(CH2)sCsH100-),
4-hidroximetilciclohex-1-ilo (es decir, 4-HOCH,CsH10-), 4-mercaptometilciclohex-1-ilo (es decir, 4-HSCH2CsH1o-), 4-
metiltiociclohex-1-ilo  (es decir, 4-CH3SCsH1o-), 4-metoxiciclohex-1-ilo, 2-metoxicarbonilciclohex-1-iloxi (2-
CH3;0COCgH100-),  4-nitrometilciclohex-1-ilo  (es decir, NO2CH;CgH1o-), 3-trimetilsililciclohex-1-ilo,  2-t-
butildimetilsililciclopent-1-ilo, 4-trimetoxisililetilciclohex-1-ilo (p.ej., (CH30)3SiCH2CH2CgH10-), 4-vinilciclohexen-1-ilo,
vinilidenbis(ciclohexilo), y similares. El término “un radical cicloalifatico Cs-C1¢” incluye radicales cicloalifaticos que
contienen al menos tres, pero no mas de 10, atomos de carbono. El radical cicloalifatico 2-tetrahidrofuranilo (C4H7O-)
representa un radical cicloalifatico Cs. El radical ciclohexilmetilo (C¢H11CH>-) representa un radical cicloalifatico C.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “radical alifatico” se refiere a un radical organico que tiene una
valencia de al menos uno y que consiste en un sistema lineal o ramificado de atomos que no es ciclico. Los
radicales alifaticos se definen para comprender al menos un atomo de carbono. El sistema de atomos que
comprende el radical alifatico puede incluir heteroatomos tales como nitrégeno, azufre, silicio, selenio y oxigeno o
puede estar compuesto exclusivamente por carbono e hidrégeno. Por conveniencia, en la presente memoria el
término “radical alifatico” se define para abarcar, como parte del “sistema de atomos lineal o ramificado que no es
ciclico”, un amplio rango de grupos funcionales tales como grupos alquilo, grupos alquenilo, grupos alquinilo, grupos
haloalquilo, grupos dienilo conjugados, grupos alcohol, grupos éter, grupos aldehido, grupos cetona, grupos acido
carboxilico, grupos acilo (por ejemplo derivados de acido carboxilico tales como ésteres y amidas), grupos amino,
grupos nitro, y similares. Por ejemplo, el radical 4-metilpent-1-ilo es un radical alifatico C¢ que comprende un grupo
metilo, siendo el grupo metilo un grupo funcional que es un grupo alquilo. De forma similar, el grupo 4-nitrobut-1-ilo
es un radical alifatico C4 que comprende un grupo nitro, siendo el grupo nitro un grupo funcional. Un radical alifatico
puede ser un grupo haloalquilo que comprende uno o mas atomos de halégeno que pueden ser iguales o diferentes.
Los atomos de halégeno incluyen, por ejemplo, fluor, cloro, bromo y yodo. Los radicales alifaticos que comprenden
uno o mas atomos de halégeno incluyen los haluros de alquilo trifluorometilo, bromodifluorometilo,
clorodifluorometilo, hexafluoroisopropilideno, clorometilo, difluorovinilideno, triclorometilo, bromodiclorometilo,
bromoetilo, 2-bromotrimetileno (p.ej., -CH2CHBrCH.-), y similares. Ejemplos adicionales de radicales alifaticos
incluyen alilo, aminocarbonilo (es decir, -CONH>), carbonilo, 2,2-dicianoisopropilideno (es decir, -CH>C(CN).CH-),
metilo (es decir, -CH3), metileno (es decir, -CHz-), etilo, etileno, formilo (es decir, -CHO), hexilo, hexametileno,
hidroximetilo (es decir, -CH,OH), mercaptometilo (es decir, -CH>SH), metiltio (es decir, -SCH3), metitiometilo (es
decir, -CH2SCHj3), metoxi, metoxicarbonilo (es decir, CHzOCO-), nitrometilo (es decir, -CH2NO>), tiocarbonilo,
trimetilsililo (es decir, (CHs)sSi-), t-butildimetilsililo, 3-trimetoxisililpropilo (es decir, (CH3z0)3SiCH2CH>CH2-), vinilo,
vinilideno, y similares. A modo de ejemplo adicional, un radical alifatico C4-C1o contiene al menos uno, aunque no
mas de 10, atomos de carbono. Un grupo metilo (es decir, -CH3) es un ejemplo de un radical alifatico C4. Un grupo
decilo (es decir, CH3(CH-)g-) es un ejemplo de un radical alifatico C1o.
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En una realizacion, la presente invencion proporciona un trialcoxisilano que presenta la estructura |

©) R® R

(R10)5Si N N R

en donde R' es de forma independiente en cada apar|C|on un grupo alquilo C4-Cs; R® es de forma independiente en
cada aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical alifatico Cs- Cs, un radical aromatico C7-C+o, 0
un grupo cicloalifatico Cs-C1p; nes 0,1,26 3;ges 1,206 3;tes 0, 16 2; y X representa un contraion de equilibrio de
carga. Tal como se demuestra en la presente descripcion, los trialcoxisilanos que entran dentro del alcance de la
estructura genérica | son utiles en la preparacion de composiciones nanoparticuladas Utiles como agentes de
contraste en los estudios médicos por imagen.

El trialcoxisilano | se puede hacer reaccionar con 6xidos metalicos nanoparticulados a través de la agencia del grupo
trialcoxisililo para formar 6xidos metalicos nanoparticulados en los que el ligando correspondiente a la estructura |
esta unido al 6xido metalico nanoparticulado a través de uno o mas enlaces silicio oxigeno.

En referencia al trialcoxisilano que presenta la estructura I, R' es de forma independiente en cada aparicion un grupo
alquilo C4-Cs, por ejemplo un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo isopropilo o un grupo propilo. Los dos atomos de
nitrégeno mostrados en el trialcoxisilano | esta unidos a través de 7 enlaces nitrogeno-carbono a 5 atomos de
carbono diferentes, y conjuntamente representan el componente cargado positivamente de una sal de amidinio
cuaternaria ciclica que tiene la estructura I. Aunque en la estructura | la carga positiva del resto amidinio ciclico se
muestra localizado en un Unico atomo de nitrégeno, los especialistas en la técnica entenderan que segun la teoria
quimica aceptada la carga positiva esta deslocalizada a lo largo de ambos atomos de nitrégeno del resto de amidinio
ciclico y del atomo de carbono sp2 interviniente del mismo. Considerada en conjunto la estructura | representa tanto
un trialcoxisilano como una sal de amidinio cuaternaria ciclica. El grupo R® puede ser de forma independiente en
cada aparicion hidrogeno o un grupo alquilo C4-Cs. En una o mas realizaciones, cada R® es hidrégeno. El grupo R*
es un grupo protector que puede ser eliminado en condiciones suaves, por ejemplo en condiciones ligeramente
acidas, o R" es un grupo protector que puede ser eliminado en condiciones de hidrogenolisis suaves. Los grupos
protectores de éster que pueden eliminarse en condiciones ligeramente acidas incluyen, aunque sin limitacion,
grupos butilo terciarios, grupos tetrahidropiranilo, grupos metiltiometileno, grupos 1-metil-1-ciclopentilo y grupos 1-
metil-1-ciclohexilo. Los grupos protectores de éster que pueden eliminarse en condiciones de hidrogenolisis suaves
incluyen, aunque sin limitacién, grupos bencilo, grupos p-metoxibencilo y grupos p-alquilbencilo.

Los compuestos de trialcoxisilano que presentan la estructura | se ilustran a través de los ejemplos especificos 1a-
10 de la Tabla |, mostrada a continuacion. Los especialistas en la técnica y que hayan leido la presente descripcion
entenderan como se pueden preparar dichos compuestos. Por ejemplo, un compuesto protegido con éster que
comprende un grupo reactivo saliente puede hacerse reaccionar con un trialcoxisilano que comprende un resto de
amidina ciclico terciario (es decir, un resto de amidina en el que dos atomos de nitrégeno estan unidos a través de
enlaces nitrogeno-carbono a 4 atomos de carbono diferentes que incluyen el atomo de carbono sp2 que separa los
dos atomos de nitrodgeno protegido por éster que comprende un grupo reactivo saliente transformado de este modo
el resto de amidina ciclico terciario en un resto de amidinio ciclico cuaternario. Los compuestos 1a-1d, 1i-1k y 1m-1o0
ilustran trialcoxisilanos proporcionados por la presente invencion en los que el grupo R* es un grupo protector
sensible a acido. Los compuestos 1e-1h y 1l ilustran trialcoxisilanos proporcionados por la presente invencion en los
que el grupo R4 es un grupo protector (bencilo) que puede eliminarse en condiciones de hidrogenolisis suaves, p.gj.,
por exposicion a gas hidrégeno en condiciones de presion y temperatura ambientales en presencia de paladio
soportado sobre carbon. Cabe destacar que también son adecuados otros grupos protectores que puedan ser
eliminados en condiciones hidrogenoliticas, por ejemplo, el grupo p-metilbencilo, el grupo p-bromobencilo y el grupo
p-fluorobencilo.

En la Tabla 1, el contraion de balance de carga X de la estructura | se ilustra como bromuro (Br’), yoduro (I'), tosilato
(TsO"), mesilato (MsO’), acetato (AcO), bicarbonato (HCO3) y trifluorometanosulfonato (Tf), aunque también puede
ser adecuado un hospedante de aniones organicos e inorganicos.
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Tabla |. Ejemplos de trialcoxisilanos que presentan la estructura I.

Entrada Estructura R’ R® R* X
e
Br/‘\@ 0]
1a E0RsiT > N \N/\n/ \ﬁ Et | H t-Bu Br
L1 3

5P
@
1b (Et0)si 7 > @'/ﬁro% Et | H t-Bu Br
0

Ts( )

lc Eto)si” > N A®/\ﬂ/ \ﬁ Et | H tBu | TsO'

Mb()
AP -~
1d €0)si” >N /W]/ \Q Et | H @ MsO"
Ac() Ph
@ 0 Ph S ;
te €t0)si 7 T NTINTY Y Et | H s AcO
CF;50,°
1f AN o e | ow | e |
(EtO),Si /\n/ H,
Br® ® o ,Ph ~._.Ph
PN ~ _ -
19 Et0)817 > \NHT ~/ Et | H G Br
I H>
EtO),Si 6r© ® 0._/Fh ~~.-Ph
AR .~ -
1h Y \Nm’ ~ Et | H ¢ Br
L1 335 H>

o
|
- ®
" (EtO)asl\/\N&NﬁrO\O Et | H TPH
L1 3 5

1] (MeO) 35'\/\N /ﬁ( O CHs | H TPH Br

Br
(Me0)Sin -~ AP o)
1K NTSNTYTTY CHs | H MTM Br
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Entrada Estructura R’ R® R* X n|q|t
l%/\@ O__-Ph o Ph i
1 Et0)si” > NSy ~ Et | CHs Br | 1|1]0

Ho
N

h
1m (EtO)3Si/\/\N&%¥‘/O Et | CHs t-Bu Br 11110
N S

Br
9 0
1n (MeO)gSi/\WN \N/\ﬂ/ CHs | H t-Bu Br [2]1]0
S B

nmco2

_ AP &
1o (MeO)gs/T\ﬁ:\N \N/\n/ CHs | H | >~ HCOs | 3| 1 | 1
) K) 0

En una o mas realizaciones, la presente invencion proporciona un trialcoxisilano que entra dentro del alcance de la
estructura genérica |, en donde cada R1 es metilo, cada R3 es hidrogeno y R4 es butilo terciario, por ejemplo el
compuesto 1n de la Tabla I.

En una o mas realizaciones alternativas, la presente |nvenC|on propormona un trlaICOX|S|Iano que entra dentro del
alcance de la estructura genérica |, en donde cada R' es etilo y cada R® es metilo, y R* es butilo terciario, por
ejemplo los compuestos 1 m de la Tabla I.

En una o mas realizaciones adicionales, la presente invencion propormona un trla|COXISI|anO que entra dentro del
alcance de la estructura genérica |, en donde cada R' es metilo, cada R® es hidrégeno y R* es 2-metil-2-butilo, por
ejemplo el compuesto 10 de la Tabla I.

Enuna reallzaC|on la presente invencién proporciona un trialcoxisilano que entra dentro de la estructura generlca I,
en donde R* es bencilo, por ejemplo los compuestos 1e-1h, y 11 de la Tabla I. En una realizaciéon alternativa, R* es p-
metoxibencilo.

Como se ha indicado, los trialcoxisilanos | son utiles en la preparacion de nanoparticulas, que son utiles en si
mismas como medio de contraste en la diagnosis por imagenes. El resto de trialcoxisilano (R 0)3Si presente en el
trialcoxisilano | se puede hacer condensar con grupos que contengan oxigeno reactivo de un 6xido metalico
nanoparticulado tal como 6xido de tantalo nanoparticulado, recubriendo de este modo la superficie del 6xido
metalico nanoparticulado para proporcionar una composicién nanoparticulada que comprende un 6xido metalico
nanoparticulado funcionalizado y una ligando de trioxisilano cargado positivamente. Las estructuras de dichos 6xidos
metdlicos nanoparticulados funcionalizados pueden ser complejas y contener una pluralidad de ligandos de
trioxisilano ligados a las particulas de 6xido metalico nanoparticulado. El término “funcionalizado” cuando se usa en
el contexto de la presente invencion puede considerarse que significa “recubierto” o “recubierto parcialmente” y en
donde al menos una porcién de los ligandos de trioxisilano que “recubren” el 6xido metalico nanoparticulado estan
en realidad unidos quimicamente a través de uno o mas enlaces oxigeno-silicio al 6xido metalico nanoparticulado.

En determinadas circunstancias, las nanoparticulas proporcionadas por la presente invencién que comprenden
ligandos de trioxisilano que corresponden al trialcoxisilano |, pueden comprender adicionalmente ligandos de
trioxisilano que corresponden al trialcoxisilano la

n

Ia t

que comprende un resto de amidina terciaria y en donde R' es de forma independiente en cada aparicién un grupo
alquilo C1-C3;nes 0,1,206 3;y;tes 0,16 2.
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La presencia de dichos ligandos de trioxisilano correspondientes a la amidina terciaria la en nanoparticulas puede
afectar a las caracteristicas de desempefio de dichas nanoparticulas como agentes de diagnostico por imagenes, y
también puede afectar a las caracteristicas de toxicidad de dichas nanoparticulas. En determinadas realizaciones,
las nanoparticulas proporcionadas por la presente invencidon comprenden tanto ligandos de trioxisilano
correspondientes al trialcoxisilano | como ligandos de trioxisilano correspondientes al trialcoxisilano la. En una
realizacion, menos del 50 por ciento de los ligandos de trioxisilano presentes en una nanoparticula proporcionada
por la presente invencion corresponden al trialcoxisilano la. En otra realizacién, menos del 20 por ciento de los
ligandos de trioxisilano presentes en una nanoparticula proporcionada por la presente invencién corresponden al
trialcoxisilano la. En otra realizacién adicional, menos del 5 por ciento de los ligandos de trioxisilano presentes en
una nanoparticula proporcionada por la presente invencién corresponden al trialcoxisilano la. En una realizaciéon
alternativa, la nanoparticula proporcionada por la presente invencidon esta sustancialmente libre de ligandos de
trioxisilano correspondientes al trialcoxisilano la.

Por comodidad, las composiciones nanoparticuladas funcionalizadas se muestran frecuentemente como un cuerpo
esférico que representa el o6xido metalico nanoparticulado unido a un Unico ligando de ftrioxisilano de
aproximadamente el mismo tamano. En realidad, las particulas de o6xido metalico nanoparticulado son
considerablemente mas grandes que la pluralidad asociada de ligandos de trioxisilano unidos a cada particula de
6xido metalico nanoparticulado de la composicion. Adicionalmente, son posibles rutas de condensacion multiple ya
que el trialcoxisilano | se condensa con grupos que contengan oxigeno reactivo del 6xido metalico nanoparticulado.
A pesar de esta idealizacion significativa en la representacion quimica de la composicién nanoparticulada, los
especialistas en la técnica apreciaran la naturaleza y las estructuras quimicas de las composiciones
nanoparticuladas proporcionadas por la presente invencién, y cémo dichas estructuras difieren de composiciones
nanoparticuladas conocidas. Cuando la estructura quimica de una composiciéon nanoparticulada ha sido simplificada
en uno o mas aspectos, a veces se dice en la presente memoria que tiene una estructura idealizada.

En una realizacién, la presente invencién proporciona una composicidon nanoparticulada que comprende
nanoparticulas que tienen la estructura idealizada 1l, comprendiendo las nanoparticulas un oéxido metalico
nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano cargado positivamente

o rR® R
X
o}
= \R4
contraidn de q
balance de carga
O

oxido metélico nanoparticulado ligando trioxisilano cargado positivamente
K funcionalizado /

I1

en donde R® es de forma independiente en cada aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical
alifatico C4-Cs, un radical aromatico C7-C12, 0 un grupo cicloalifatico Cs-Cio; nes 0, 1,206 3;qges 1,26 3;tes 0,106
2; y X representa un contraidon de balance de carga; y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende
6xido de tantalo nanoparticulado.

Cada una de las composiciones de nanoparticulas proporcionadas por la presente invencion comprende un 6xido
metalico nanoparticulado que comprende 6xido de tantalo (Ta2Os). En una o mas realizaciones, el éxido metalico
nanoparticulado que comprende 6xido de tantalo (Ta;Os) comprende otros 6xidos metalicos, por ejemplo 6xido de
hierro y o6xido de titanio, ademas del Ta;Os. Sin embargo, tipicamente la cantidad de dichos o6xidos metalicos
adicionales es pequefia en comparacién con la cantidad de o6xido de tantalo presente en el 6xido metalico
nanoparticulado. En una realizacion, el 6xido metalico nanoparticulado usado segin uno o mas aspectos de la
presente invencion contiene aproximadamente el 90% en peso de 6xido de tantalo. En otra realizacion, el 6xido
metalico nanoparticulado usado segun uno o mas aspectos de la presente invencion contiene aproximadamente el
95% en peso de oxido de tantalo. En una realizacion, se dice que el 6xido metalico nanoparticulado consiste
esencialmente en 6xido de tantalo y contiene menos de un 1% en peso de otras especies de 6xidos metalicos.

En la Tabla Il se ilustran composiciones nanoparticuladas que comprenden nano particulas que tienen la estructura
idealizada Il y que corresponden al producto de condensacion de un 6xido metalico nanoparticulado que comprende
6xido de tantalo con un compuesto de trialcoxisilano que presenta la estructura I. Con fines ilustrativos, cada uno de
los compuestos de trialcoxisilano enumerados en la Tabla | se muestra transformado en el correspondiente ligando
de trioxisilano unido al 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado en la Tabla Il. De esta manera, la estructura 1a



ES 2613757713

de la Tabla | se corresponde con la estructura 2a de la Tabla Il, la estructura 1b de la Tabla | se corresponde con la
estructura 2b de la Tabla Il, y asi con los demas. Cada una de las estructuras mostradas en la Tabla Il ha sido
idealizada por comodidad. Los especialistas en la técnica que hayan leido la presente descripcion entenderan que la
identidad del contraiéon de balance de carga de una composicion dada puede depender de los protocolos de reaccion
empleados en la preparacion de la composicién nanoparticulada que comprende las nanoparticulas 1.

Tabla Il. Ejemplos de nanoparticulas que presentan la estructura idealizada II.

Entrada Estructura R® R* X n|q|t
lr/\@) O
2a Y \N/Y \ﬂ H t-Bu Br 111]0
/ L7
0

2b H t-Bu Br | 1]1]1

2c H t-Bu TsO [ 1] 1] 1

2d H | MsO™ | 1|10
~._.Ph

2e H C AcO" |1 [11]0
Ho
«_-Ph

2f H C TF |1(110
Ho
«_-Ph

29 H C Brf |1(3]|0
Ho
«_-Ph

2h H c Br 0[3]0
Ho

2i H TPH I 0|10

10
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Entrada Estructura R® R* X n|q|t
Br
®
2j T N’}( © H TPH Br |o|1]o0
LI 3 0
Bre
2k H MTM Br 0|12
~._-Ph
2l CHs C Br | 1|10
Ho
2m CHs t-Bu Br 171110
2n H t-Bu Br 21110
20 H S~ HCOs | 3 | 1|1

En una o mas realizaciones, la presente invencion proporciona una composicion nanopartlculada que comprende
nanoparticulas que entran dentro del alcance de la estructura genérica Il, en donde cada R® es hidrégeno, y R* es
butilo terciario, por ejemplo los compuestos 2a-2c y 2n de la Tabla II.

En una o mas realizaciones alternativas, la presente invencion proporciona una composicion nanoparticulada Jque
comprende nanopartlculas que entran dentro del alcance de la estructura genérica Il, en donde cada R® es
hidrégeno, y R* es 2-metil-2-butilo, por ejemplo la nanoparticula 20 de la Tabla II.

En una realizacién, la presente invencion proporciona una comp03|C|on nanoparticulada que comprende
nanoparticulas que entran dentro de la estructura generlca Il en donde R* es bencilo, por ejemplo los compuestos
2e-2h y 2| de la Tabla II. En una realizacion alternativa, R* es p-metoxibencilo.

En una realizacién, la presente invencion proporciona una comp03|C|on nanopartlculada que comprende
nanoparticulas que entran dentro de la estructura genérica Il en donde cada R?es hidrégeno, R* es butilo terciario, n
es 1, g es 1; y el 6xido metalico nanoparticulado consiste esencialmente en 6xido de tantalo nanoparticulado. Véase
por ejemplo la nanoparticula que tiene la estructura idealizada 2a de la Tabla II.

En un aspecto, las composiciones nanoparticuladas que comprenden nanoparticulas que entra dentro de la
estructura genérica Il son dutiles principalmente como precursores de composiciones nanoparticuladas que
comprenden ligandos de trioxisilano betaina tales como los mostrados en la estructura idealizada Il

11
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R® R®
e,
) /\C-D o
N N

/ q

n
0]
R : %
oxd meta_hco nanopamculado ligando de trioxisilano betaina
funcionalizado /

11T

en donde R® es de forma independiente en cada aparicion un hidrogeno o un grupo alquilo C+-C3; nes 0, 1,26 3; q
es 1,2 6 3;tes 0,106 2;y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende 6xido de tantalo
nanoparticulado. Dichas composiciones nanoparticuladas muestran potencial como agentes de contraste en el
diagndstico médico por imagen.

Los especialistas en la técnica que hayan leido la presente descripcion entenderan que la ruptura de resto éster que
comprende el grupo protector R4 proporciona un resto carboxilato que puede actuar como contraién de balance de
carga para el resto de amidinio cuaternario cargado positivamente. Dichas especies de carga separada, pero
equilibrada, se denominan betainas en quimica organica.

La Tabla Ill proporciona ejemplos de composiciones nanoparticuladas que comprenden nanoparticulas que entran
dentro de la estructura genérica Ill y que comprenden un 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado y un ligando
de trioxisilano betaina.

Tabla Ill. Ejemplos de nanoparticulas que presentan la estructura idealizada Il1.

Entrada Estructura R® n|lq t
] ® ©
PN O
3a O’?i/\/\N “N/Y Ho[1]11]o0
5 | O
] ® ©
P O
3b O’Si/\/\N N Ho 1] 1] 1
/ o
O
) 0 £ oo
P, O
3¢ '?l/\/\N \NAW HoEL (1] 1|1
O U

O
" Pr ©
1 A "( /\@ ®)
o)

gSTe Et, Et
3e . 0OSi N N Et 11110
/ L1 3
O
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Entrada Estructura R®
3f H
39 H
3h H
3i H
3j CHs, Et
3k H
3l H, CHs;
3m CHs
3n H
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Entrada Estructura R® n|lq t

30

En una o mas realizaciones, la presente invencion proporciona una composicion nanoparticulada que comprende
nanoparticulas que entran dentro de la estructura genérica lll, en donde cada R® es hidrégeno, por ejemplo las
nanoparticulas representadas por las estructuras 3a, 3b, 3f-3i, 3k y 3n-30 de la Tabla Ill.

En una o mas realizaciones alternativas la presente invenciéon proporciona una composicion nanoparticulada que
comprende nanoparticulas que entran dentro de la estructura genérica Il en donde cada R® es metilo, por ejemplo
las nanoparticulas representadas por la estructura 3m de la Tabla lIl.

En una o mas realizaciones alternativas la presente invenciéon proporciona una composicién nanoparticulada que
comprende nanoparticulas que entran dentro de la estructura genérica Ill en donde n es 1; q es 1; y el 6xido metalico
nanoparticulado funcionalizado consiste esencialmente en o6xido de tantalo, por ejemplo las nanoparticulas
representadas por las estructuras 3a-3e y 3I-3m de la Tabla IIl.

En otro aspecto adicional, la presente invencidn proporciona una composicion de agente de diagndstico por imagen
que comprende nanoparticulas que presentan la estructura idealizada 1ll. En una o mas realizaciones, la
composicion de agente de diagndstico por imagen puede comprender un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente adecuados aceptables incluyen, aunque sin limitacion, agua y etanol
acuoso. Los excipientes farmacéuticamente adecuados aceptables incluyen, aunque sin limitacion, sales,
desintegrantes, aglomerantes, rellenos, lubricantes y combinaciones de dos o mas de los anteriores.

Una caracteristica importante que resalta la utilidad de las composiciones de agente de diagnostico por imagen
proporcionadas por la presente invencién es consecuencia de la naturaleza nanoparticulada de las propias
nanoparticulas. En una o mas realizaciones, las nanoparticulas que constituyen las composiciones de agente de
diagndstico por imagen presentan una mediana de tamafio de particula de hasta 10 nm. En ofra realizacion, las
nanoparticulas que constituyen las composiciones de agente de diagndstico por imagen presentan una mediana de
tamano de particula de hasta 6 nm.

PARTE EXPERIMENTAL

Ejemplo 1 — Sintesis del trialcoxisilano 3

N
(N> Q @eBr
. EtOH _ o 7<
(Et0)38i—/_/ Br\)\ok TR ‘EtO’SS'\/\,@N/\g
2

1
3

A una disolucion agitada de N-[3-(trietoxisilil)propil]-4,5-dihidroimidazol (12,615 g, Compuesto 1) disuelto en 50-55
mL de etanol anhidro a temperatura ambiente (RT) se afiadid bromo ferc-butil acetato 2 (8,965 g). La mezcla de
reaccion resultante se agité en atmosfera de nitrdgeno durante 4 dias para dar lugar a una disolucion del
trialcoxisilano 3 en etanol.

Método 1 — Preparacion de 6xido de tantalo (Ta2Os) nanoparticulado

A 170 mL de metanol anhidro se afadieron 2,5 mL de acido isobutirico y 0,695 mL de 6xido de deuterio a
temperatura ambiente (RT) con agitacién en una caja seca con atmdsfera de nitrogeno. Dicha mezcla se agitd
durante 30 minutos, tras lo cual se afiadi6é etoxido de tantalo (9,34 g) gota a gota. Se dejo agitar la mezcla de
reaccion durante 5 horas para producir una disolucion de Ta;Os nanoparticulado. Se extrajo el matraz de la caja
seca y se llevd a atmédsfera inerte usando un sistema de Schlenck/linea de vacio para preparar el procedimiento
descrito a continuacion en el Ejemplo 2.

Ejemplo 2 — Reaccion de recubrimiento, sintesis de la nanoparticula 4

14
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La disolucién de etanol que contenia el trialcoxisilano 3 preparado en el Ejemplo 1 se afiadi6 como un bolo a la
disolucion de Ta»Os nanoparticulado preparada en el Método 1 y la mezcla resultante se llevo a reflujo durante una
noche en atmédsfera de nitrégeno. Al siguiente dia, la mezcla de reaccién se enfrié a 60°C y se afiadié gota a gota
2,482 mL de agua purificada tras alcanzar equilibrio térmico para promover la hidrdlisis de los silanos. Después de
agitar durante 3 horas y 45 minutos, se afiadieron 2 mL de HCI 3 M en agua, y se continud calentando y agitando
durante 3 horas. A continuacion, se afiadieron otros 2 mL de HCI 3 M en agua gota a gota y se mantuvo la agitacion
y la calefaccion durante una noche. Al dia siguiente la reaccion se enfrio hasta temperatura ambiente (RT) y se dejo
continuar la agitacion durante 24 horas para producir una disolucion que comprendia nanoparticulas con la
estructura idealizada 4.

Ejemplo 3 — Sintesis de la nanoparticula 5 (CZ3)

O

@ i Ha
/Y 7< 65 °C

@
O S
Vet

O

5

La disolucion que comprendia nanoparticulas 4 preparada en el Ejemplo 2 se concentrd a presion reducida a 40°C
para producir una espuma solida. Al matraz que contenia la espuma se afiadieron 100 mL de HCI 0,01 M en agua. A
continuacion se cerrd el matraz herméticamente y se agit6 el contenido a 65°C durante 68 horas para hidrolizar el
éster de buitilo terciario. La disolucion marrén tostado/dorada predominantemente homogénea resultante fue enfriada
a continuacion vy llevada a pH 4-4,5 usando hidroxido amoénico 0,05-0,2 N en agua. Se extrajo una alicuota y un
analisis espectroscopico de RMN de 'H indico que la hidrdlisis del éster de t-butilo se habia completado. La
disolucién del producto que comprendia nanoparticulas con la estructura idealizada 5, a veces denominada en la
presente memoria “CZ3” se purificé como se describe a continuacién en el Ejemplo 4.

Ejemplo 4 — Purificacion de la nanoparticula 5

La disolucion que comprende las nanoparticulas 5 preparadas en el Ejemplo 3 se filir6 secuencialmente a través de
un filtro de 0,22 pm y después un filtro de 100 nm. La disolucidon resultante se concentr6 a 40°C hasta
aproximadamente 100 mL, se filtr6 a través de un filiro de 0,22 pm y después se dializd usando un tubo de didlisis
de piel de serpiente de celulosa regenerado MWCO de 3,5 kDa para eliminar las impurezas de bajo peso molecular.
El bafio de dialisis tenia un volumen de aproximadamente 3 L y contenia dos tubos, cada uno de ellos con 50 mL de
la disolucién que comprendia las nanoparticulas 5. Después de un total de 7 cambios de bafo, las disoluciones que
contenian producto fueron retiradas de los tubos y purificadas adicionalmente mediante filtracién a 100 nm para dar
lugar a una disolucion purificada de la composicién de nanoparticulas producto que comprendia las nanoparticulas
5. Se seco por congelacion una alicuota y se analizé espectroscépicamente. El rendimiento del producto fue del 70%
y se basoé en la cantidad de tantalo presente en la disolucién de producto purificado. Se observé que la relacion
molar Si:Ta era de 1,46, determinada mediante analisis elemental. El porcentaje en peso de tantalo (% Ta) en el
producto fue de 33,5% en peso, determinado mediante analisis elemental. Se observd que el tamafio de particula
promedio (Zereciivo) €ra de 3,7 nm. La asignacion de estructura de recubrimiento de particula fue consistente con los
datos espectroscépicos.

Método 2 — Preparacion alternativa de 6xido de tantalo (Ta>Os) nanoparticulado

A 364 mL de metanol anhidro se afadieron 5,36 mL de acido isobutirico y 1,495 mL de o6xido de deuterio a
temperatura ambiente con agitacion en una caja seca con atmdsfera de nitrégeno. Dicha mezcla fue agitada durante
30 minutos, tras lo cual se afiadié etoxido de tantalo (20 g) gota a gota a lo largo de un periodo de aproximadamente
8 minutos. Se dejoé agitar la mezcla de reaccion durante 5 horas, tras lo cual se retird el matraz que contenia el
producto de TaOs nanoparticulado de la caja seca y se llevd a atmdsfera inerte usando un sistema de
Schlenck/linea de vacio.

Ejemplo 5 — Sintesis del trialcoxisilano 7
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S S N
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A N-[3-(trietoxisilil)propil]-4,5-dihidroimidazol 1 (13,243 g) puro se afadié 2-bromo terc-butil isopropionato 6 (10,755
g) en condiciones altamente anhidras en una atmoésfera inerte. La mezcla pura se agité durante 6 horas con
nitrégeno a 90°C. El producto trialcoxisilano 7 se solidifico tras enfriar. El analisis de RMN de 'H (CDCl3) indicé una
conversion aproximada del 85% y el analisis espectral de masas ((+) MALDI) mostré una sefial limpia del catién de
imidazolio a 417 m/z.

Ejemplo Comparativo — Sintesis de la nanoparticula “CZ1”

(MeO);81(CH»)3;NMe,

8
! ®
T3205 ./"’\_/\N O
9 /' \ 20
10("CZ1")

Se afadié trimetoxisilano de dimetilaminopropilo 1 (11,23 g) en forma de bolo al Ta;Os nanoparticulado preparado
en el Método 2 anterior y la mezcla resultante se sometié a reflujo en atmosfera de nitrégeno durante una noche. La
mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente para proporcionar una disolucién que comprende las
nanoparticulas 9. A continuacion se afiadié beta-propiolactona (7,95 g) y la mezcla de reaccion se agitdé durante una
noche a temperatura ambiente. Después se afiadié lentamente agua purificada (5,35 mL) y la reaccion se agitd
durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se llevd entonces a pH 10 usando hidréxido
sodico 1,73 M en agua (aproximadamente 20-50 mL) y se calent6 a 50°C durante 8 horas. En ese momento se dejo
enfriar la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se agité durante una noche. La mezcla de reaccién se
neutralizé usando HCI 1,2 M en agua hasta alcanzar un pH de 3, momento en el cual la mezcla de reaccion se agitd
otras 7 horas mas a temperatura ambiente. A continuacion se elevo el pH a 8 usando hidréxido sédico 4 M en agua
para proporcionar una disolucién producto que contenia nanoparticulas que presentaban la estructura idealizada 10,
a veces denominada “CZ1”.

Método 3 — Purificacién de la nanoparticula 10 (CZ1)

Una dialisis exhaustiva usando tubos MWCO de 3,5 kDa elimind las impurezas de bajo peso molecular. El bafio de
didlisis tenia un volumen de aproximadamente 3 L y contenia de cuatro a cinco tubos, cada uno de ellos con 50 mL
de volumen de la disolucién producto. Después de un total de 21 cambios de baiio, la disolucién producto purificada
se retird de los tubos y se purificé adicionalmente mediante filtracion centrifuga a través de una membrana de
celulosa regenerada de 30 kDa (4 K rpm durante 15 minutos). El rendimiento de reaccion tras la purificacion fue del
58,3% en base a los moles de tantalo. La relacion molar Si:Ta fue de 1,05, determinada mediante analisis elemental.
Se obtuvo un tamafio de particula promedio (Zefectivo) de 4,8 nm. La asignacion de estructura de recubrimiento de
particula es consistente con los datos espectroscépicos. Un analisis de espectroscopia de RMN de 'H indico que
aproximadamente el 50% de los grupos amino terciarios presentes en las nanoparticulas 9 habian sido convertidos
al correspondiente resto de amonio cuaternario.

Ejemplo 6 — Sintesis del trialcoxisilano 12
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Se afadié 1 equivalente de 2-bromo ferc-butil acetato 2 a N-3-(trietoxisilil)propilimidazol 11 puro en condiciones
anhidras en atmdsfera inerte. La mezcla pura se agité durante 1-6 horas en atmdsfera de nitrogeno a una
temperatura en el rango de 40 a 90°C. El producto de trialcoxisilano 12 puede aislarse mediante recristalizacion y/o
cromatografia en columna. El trialcoxisilano 12 puede convertirse en nanoparticulas representadas por las
estructuras idealizadas 13 y 14 usando técnicas analogas a las descritas en los Ejemplos 2-4 de la presente
memoria. Se cree que las composiciones nanoparticuladas que comprenden las nanoparticulas 13 son Utiles en la
preparacion de agentes nanoparticulados de diagnostico por imagen. Se cree que las composiciones
nanoparticuladas que comprenden las nanoparticulas 14 son utiles como agentes nanoparticulados de diagnostico
por imagen.

ESTUDIOS IN VIVO

Se formularon composiciones nanoparticuladas de 6xido de tantalo para inyeccion y se evaluaron para determinar la
contaminacion de endotoxinas usando kits comerciales (Endosafe, Charles River Labs). Ninguno de los agentes
usados en la evaluaciéon in vivo contenia cantidades medibles de endotoxinas. Cada una de las composiciones
nanoparticuladas evaluadas presenté esencialmente la misma distribucién de tamafio de particula.

Se llevaron a cabo estudios con animales segun los protocolos aprobados por el “Institutional Animal Care and Use
Comittee” de GE Global Research. Se realizaron inyecciones a ratas (n=4 por agente y por dosis) a través de la
vena de la cola, estando despiertas, en dosis de 400 y 1500 miligramos de Ta por kilogramo de peso corporal. Las
ratas inyectadas se devolvieron a las jaulas y se tomaron muestras sanguineas a diferentes tiempos desde la
inyeccion para analisis hematoldgico (recuento sanguineo completo y analisis quimico clinico). A los 7 dias de la
inyeccion, las ratas fueron sometidas a eutanasia con CO, y se recolectaron los 6rganos para analisis clinico. Se
determind la cantidad de Ta retenido por érgano y en el cuerpo completo de las ratas inyectadas mediante ICP AES.

Se recolectaron secciones representativas de tejido con un peso aproximado de 500 mg para digestion en
microondas y posterior analisis de ICP-OES. Las muestras fueron transferidas cuantitativamente desde tubos de
centrifuga VWR® de 50 mL de poIipro;r)iIeno, estériles, libres de metal, a tubos recipientes de microondas de
fluoropolimero CEM Corp XP-1500 Plus M TFM™ de 100 mL. Los tubos fueron lavados de forma efectiva de la
muestra residual mediante adicion secuencial de disolvente, agitacion de voértice y transferencia a 2 mL de agua
desionizada 18MQ (DIW; Millipore, Bedfort, MA, EE.UU.), 500 pL de HF (46,0-51,0%) + 1 mL de HNO3 (70%)
Ultrex® I ultrapuro grado reactivo y 2 mL de H>O; (30-32%) ‘Baker Analyzed'® A.C.S. grado reactivo (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, EE.UU.). Se dejé que las muestras fueran pre-digeridas durante 30 minutos a temperatura
ambiente antes de sellar el recipiente de microondas y realizar un procesado en una unidad MARSXpress (CEM
Corp, Matthews, NC, EE.UU.) con una rampa hasta 180°C en 15 minutos y manteniendo durante 30 minutos. Se
permitid que los recipientes se enfriaran hasta temperatura ambiente antes de despresurizar y transferir a tubos de
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centrifuga de 50 mL pesados previamente que contenian 2 mL de disolucion de 100 ppm de Nb en HF al 1% como
patrén interno. Las muestras se llevaron a un volumen total de 20 mL usando DIW 18MQ, lavando el recipiente de
microondas un minimo de 3 veces y pesando.

Se llevaron a cabo andlisis con las condiciones instrumentales descritas en la Tabla 1, se tomaron hasta 3 réplicas
en las condiciones espectrales de 3 puntos por pico usando una correccion de fondo de 2 puntos y un retardo de
equilibrado de fuente de 30 segundos. Para el calibrado se usaron patrones de matriz coincidente en HNO3 al 5% +
HF al 0,5% de 0,2 a 100 ppm de Specpure® 10.000 pug/mL de TaCls en HF al 2% (Alfa Aesar, Ward Hill, MA,
EE.UU.) y para el control de calidad se us6 una disolucion 4 multi-elemento SPEX CertiPrep® de 1 ppm a partir de
un reservorio de 10 mg/L (Metuchen, NJ, EE.UU.). La disolucién de lavado de ICP-OES de HNOs al 5% + HF al
0,5% fue bombeada con un caudal de 2,0 mL-min” durante 45 segundos entre cada analisis.

Tabla 1. Parametros operacionales usados en el PerkinElmer Inc. Optima 5300™ DV ICP-OES con configuracion
vista radialmente*

Parametro Valor
Potencia de generador de RF (W) 1450
Caudal de gas de plasma (L'min™) 15,0
Caudal de gas auxiliar (L-min™) 0,20
Caudal de gas nebulizador (L-min™) 0,85
Caudal de muestra (mL-min™") 1,50
Longitudes de onda (nm) Ta 240,063
Nb 269,706

*El instrumento esta equipado con un autoinyector PerkinElmer AS 93, inyector de alumina de
2,0 mm d.i.,, Camara de Pulverizacion Ryton Scott y sistema de introduccién de muestra al
nebulizador de flujo cruzado Gem Tip.

En las Tablas 2-5, mostradas a continuacion, se presentan los datos de retencion en érganos correspondientes a
cuatro composiciones nanoparticuladas de tantalo diferentes. Las composiciones nanoparticuladas referidas en la
Tabla 2 (PHS-Taz0s) y la Tabla 3 (ZMS-Taz0s) y la Tabla 5 (CZ1) se presentan con fines comparativos e ilustran el
comportamiento mejorado de los agentes de contraste proporcionados por los datos ilustrativos de la presente
invencion, los cuales se proporcionan en la Tabla 4.

El PHS-Ta;0s, también conocido como 2-dietilfosfatoetilsilano-TaO, es una composiciéon nanoparticulada que
comprende nanoparticulas que tienen la estructura idealizada 15, y que fue preparada como se ha descrito en
Investigative Radiology Vol. 47, N°10, pag. 1-10, 2012.

A~ R——OCHCHj,

O

OCH,CH,
15

El ZMS-Ta,0s, también descrito como metoxi silano zwitteridonico TaO, es una composicién nanoparticulada que
comprende nanoparticulas que tienen la estructura idealizada 16, que fue preparada como se ha descrito en un
articulo académico titulado “Preclinical Assessment of a Zwitterionic Tantalum Oxide Nanoparticle X-ray Contrast
Agent (ACS Nano, publicado on-line el 25 de julio de 2012 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/22768795).
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Tabla 2 — Ta retenido en 6rganos. PHS-Ta,0Os siete dias después de inyeccion.

Tejido % dosis inyectada (dosis de 400 % dosis inyectada (dosis de 1500
mg Tal/kg) +/- SD mg Tal/kg) +/- SD
Higado 2,49 (+/- 0,200) 1,29 (+/- 0,090)
Rifiones 2,91 (+/- 0,39) 1,06 (+/- 0,10)
Bazo 0,23 (+/- 0,020) 0,14 (+/- 0,040)

Tabla 3 — Ta retenido en érganos. ZMS-Ta,Os siete dias después de inyeccion.

Tejido % dosis inyectada (dosis de 400 % dosis inyectada (dosis de 1500
mg Tal/kg) +/- SD mg Tal/kg) +/- SD
Higado 0,640 (+/- 0,001) 0,30 (+/- 0,010)
Rifiones 0,300 (+/- 0,009) 0,216 (+/- 0,009)
Bazo 0,070 (+/- 0,0001) 0,04 (+/- 0,0001)

Tabla 4 — Ta retenido en 6rganos. CZ3 (Estructura idealizada 5) siete dias después de inyeccion.

Tejido % dosis inyectada (dosis de 400 % dosis inyectada (dosis de 1500
mg Tal/kg) +/- SD mg Tal/kg) +/- SD
Higado 0,042 (+/- 0,014) 0,384 (+/- 0,229)
Rifiones 0,299 (+/- 0,012) 0,216 (+/- 0,011)
Bazo 0,003 (+/- 0,0001) 0,004 (+/- 0,0002)

Tabla 5 — Ta retenido en 6rganos. CZ1 siete dias después de inyeccion.

Tejido % dosis inyectada (dosis de 400 % dosis inyectada (dosis de 1500
mg Tal/kg) +/- SD mg Tal/kg) +/- SD
Higado 2,53 (+/- 0,34) no determinado
Rifiones 0,43 (+/- 0,021) no determinado
Bazo 0,26 (+/- 0,066) no determinado

Los datos presentados en las Tablas 2-5 demuestran el comportamiento mejorado de la composicion
nanoparticulada CZ3 (Tabla 4, estructura idealizada 5) respecto a las composiciones nanoparticuladas de control
PHS-Ta;0s5, ZMS-Ta;0s y CZ1. A pesar de tener el mismo tamario, las diferentes composiciones nanoparticuladas
exhiben perfiles de retencidon en 6rganos muy diferentes. La composicion nanoparticulada CZ3 exhibe una tasa de
eliminacién de 6rganos muy superior a las composiciones nanoparticuladas CZ1, PHS-Ta;0s y ZMS-Ta;0s, un
indicio prometedor de utilidad y seguridad clinicas potencialmente mejoradas para las realizaciones de la presente
invencion que estan sustancialmente libres, o que contienen niveles relativamente bajos, de ligandos de trioxisilano
que contienen amidina terciaria correspondientes al trialcoxisilano la. La composicion nanoparticulada CZ1
(estructura idealizada 10) fue lo suficientemente tdxica para que los estudios de retencion no pudieran ser llevados a
cabo con éxito al nivel de 1500 mg/kg.

Los anteriores ejemplos son meramente ilustrativos, y sirven Unicamente para ilustrar algunas de las caracteristicas
de la invencion. Las reivindicaciones anexas estan dirigidas a reivindicar la invencion tan ampliamente como ha sido
concebida, y los ejemplos de la presente memoria son ilustrativos de realizaciones seleccionadas a partir del
abanico de todas las posibles realizaciones. Por consiguiente, es intencion de los solicitantes que las
reivindicaciones anexas no estén limitadas por la eleccion de ejemplos utilizados para ilustrar las caracteristicas de
la presente invencion. Tal como se usa en las reivindicaciones, la palabra “comprende” y sus variantes gramaticales
l6gicamente también incluyen frases de extension variable y diferente tales como, por ejemplo, aunque sin limitacion,
“‘que consiste esencialmente en” y “que consiste en”. Cuando ha sido necesario se han proporcionado rangos,
dichos rangos son inclusivos de todos los sub-rangos contenidos en ellos.
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REIVINDICACIONES

1. Un trialcoxisilano que tiene la estructura |

en donde:

R' es de forma independiente en cada aparicién un grupo alquilo C4-Cg; R® es de forma independiente en cada
aparicion un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical alifatico C1-Cs, un radical aromatico C7-C1,, 0
un grupo cicloalifatico Cs-Cio; 0,

R'es metilo, cada R3es hidrégeno, y R* es butilo terciario; o,

R'es etilo, cada R3es metilo, y R* es butilo terciario,nes 1yqges 1; o,

cadaR'es metilo, cada R3es hidrégeno, y R*es 2-metil-2-butilo; y,

nes0,1,263;qes1,2063;tes 0,106 2;y X representa un contraiéon de equilibrio de carga.

2. El trialcoxisilano segun la reivindicacion 1, en donde R* es bencilo.
3. El trialcoxisilano segun la reivindicacion 1, en donde R* es 4-metoxibencilo.

4. Una composicidon nanoparticulada que comprende nanoparticulas que presentan la estructura idealizada I,
comprendiendo las nanoparticulas un 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano
cargado positivamente

o rR® R
X
o}
= \R4
contraidn de q
balance de carga
O

oxido metélico nanoparticulado ligando trioxisilano cargado positivamente
K funcionalizado /

en donde:

R® es de forma independiente en cada aparicién un hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs; R* es un radical alifatico
C1-Cs, un radical aromatico C7-C12, 0 un grupo cicloalifatico Cs-C1o; 0,

cada R%es hidrégeno, y R* es butilo terciario; o,
cada R%es hidrégeno, y R*es 2-metil-2-butilo; y,

nes0,1,263;qges1,2063;tes 0,16 2;yX representa un contraién de balance de carga; y el 6xido metalico
nanoparticulado funcionalizado comprende éxido de tantalo nanoparticulado.

5. La composicion nanoparticulada segun la reivindicacion 4, en donde X- representa un ion bromuro.
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6. La composicion nanoparticulada segun la reivindicacion 4, en donde el 6xido metalico nanoparticulado
funcionalizado consiste esencialmente en 6xido de tantalo.

7. La composiciéon nanoparticulada segun la reivindicacion 4, en donde R3 es hidrégeno, R4 es butilo terciario, n es
1,ges 1,tes 0, y el 6xido metalico nanoparticulado consiste esencialmente en 6xido de tantalo nanoparticulado.

8. Una composiciéon nanoparticulada que comprende nanoparticulas que presentan la estructura idealizada |lI,
comprendiendo las nanoparticulas un éxido metalico nanoparticulado funcionalizado y un ligando de trioxisilano
betaina

R® R®
o}
q
0]
oxd meta_hco nanopamculado ligando de trioxisilano betaina
funcionalizado /
11T

en donde:
R® es de forma independiente en cada aparicién un hidrogeno o un grupo alquilo C+-Cs; o,
cada R®es hidrégeno;

nes0,1,263;qes1,263;tes 0,106 2;y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende 6xido
de tantalo nanoparticulado.

9. La composicion nanoparticulada segun la reivindicacion 8, en donde cada R3es metilo,yges 1,y tes 0.

10. La composicion nanoparticulada segun la reivindicacion 9, en donde n es 1, y el 6xido metalico nanoparticulado
funcionalizado consiste esencialmente en 6xido de tantalo.

11. La composicioén nanoparticulada segun la reivindicacion 8, en donde nes 0, g es 2.

12. Una composicion de agente de diagndstico por imagen que comprende nanoparticulas que presentan la
estructura idealizada 1ll, comprendiendo las nanoparticulas un 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado y un
ligando de trioxisilano betaina

R® R®
o}
q
0]
oxd meta_hco nanopamculado ligando de trioxisilano betaina
funcionalizado /
11T

en donde:

R® es de forma independiente en cada aparicién un hidrogeno o un grupo alquilo C+-Cs; o,
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cada R%es hidrégeno;

nes0,1,263;qes1,2063;tes 0,106 2;y el 6xido metalico nanoparticulado funcionalizado comprende 6xido
de tantalo nanoparticulado.

13. La composicion de agente de diagndstico por imagen segun la reivindicacion 18, en donde las nanoparticulas
presentan una mediana de tamafio de particula de hasta 10 nm.

14. La composicién de agente de diagndstico por imagen segun la reivindicacion 12, en donde cada R® es metilo y g
es1,ytesO.

15. Una composicion de agente de diagndstico por imagen que comprende nanoparticulas que presentan la
estructura idealizada 14
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