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DESCRIPCION
Agentes de contraste de nanoparticulas para el diagndstico por imagenes
Fundamento

Esta solicitud se refiere generalmente a agentes de contraste para el diagnéstico por imagenes, tales como para
usar en rayos X/Tomografia Computerizada (TC) o Imagen por Resonancia Magnética (IRM). Mas particularmente,
la solicitud se refiere a agentes de contraste basados en nanoparticulas y métodos para hacer y usar dichos
agentes.

Casi todos los agentes de contraste diagndsticos clinicamente aprobados estan basados en moléculas pequenas.
Los compuestos aromaticos yodados han servido como agentes de contraste estandar para rayos X o TC, mientras
los quelatos de Gd se usan para la Imagen por Resonancia Magnética. Aunque usados normalmente para el
diagnéstico por imagen, los agentes de contraste de moléculas pequefias pueden sufrir ciertas desventajas tales
como fuga desde las paredes de los vasos sanguineos que llevan a corto tiempo de circulacién en sangre, menor
sensibilidad, alta viscosidad y alta osmolalidad. Estos compuestos se han asociado generalmente con
complicaciones renales en algunas poblaciones de pacientes. Esta clase de agentes de molécula pequeha se
conoce por depurarse del cuerpo rapidamente, limitando el tiempo en que pueden usarse para formar una imagen
de forma efectiva del sistema vascular ademas de, con respecto a otras indicaciones, hacer dificil el dirigir estos
agentes a sitios de la enfermedad. Por consiguiente hay una necesidad de una nueva clase de agentes de contraste.

Las nanoparticulas se estan estudiando ampliamente para los usos en aplicaciones médicas, tanto diagndsticas
como terapéuticas. El documento US 2006/216239 A1 describe nanoparticulas proporcionadas con un nucleo libre
de silice que comprende 6xido de hierro superparamagnético y una carcasa hecha de moléculas de silano que estan
funcionalizadas con acido félico.

Mientras que solo unos pocos agentes basados en nanoparticulas se han aprobado clinicamente para aplicaciones
de formacién de imagenes de resonancia magnética y para aplicaciones de distribucion de farmacos, cientos de
dichos agentes estan aun en desarrollo. Hay una evidencia sustancial de que las nanoparticulas tienen beneficios
sobre los agentes basados en moléculas pequefias usados actualmente en términos de eficacia para diagndstico y
terapéutica. Sin embargo, el efecto del tamafo de particula, estructura y propiedades superficiales en la bio-
distribucion in vivo y la depuracién de agentes de nanoparticula no se entiende bien. Las nanoparticulas,
dependiendo de su tamafio, tienden a estar en el cuerpo durante periodos mas largos en comparaciéon a las
moléculas pequefas. En el caso de agentes de contraste, se prefiere tener la maxima depuracién renal de los
agentes en el cuerpo sin provocar toxicidad a corto plazo o largo plazo a ningin 6rgano.

En vista de lo anterior, hay una necesidad de agentes de contrate o agentes de formacién de imagen basados en
nanoparticulas con propiedades mejorada, particularmente relacionados con los efectos de depuraciéon renal y
toxicidad.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencidn proporciona una nueva clase de agentes de contraste basados en nanoparticulas para rayos
X, TC e IRM. Los actuales inventores han encontrado que las nanoparticulas funcionalizadas con grupos
zwitteridnicos sorprendentemente han mejorado las caracteristicas de formacién de imagenes en comparaciéon con
los agentes de contraste de moléculas pequenas. Las nanoparticulas de la presente invencion tienen caracteristicas
que dan por resultado la retencién minima de las particulas en el cuerpo en comparaciéon con otras nanoparticulas.
Estas nanoparticulas pueden proporcionar rendimiento mejorado y beneficio en una o mas de las siguientes areas:
sintesis fuerte, coste reducido, mejora del contraste de imagen, vida media en sangre aumentada y toxicidad
disminuida.

La presente invencion esta dirigida a nanoparticulas y una composicion que comprende dichas nanoparticulas.
Ademas, la invencion esta dirigida a un método de fabricacién de dichas nanoparticulas y métodos de uso, ademas
de su uso.

Asi, un aspecto de la invencion se refiere a una nanoparticula. La nanoparticula comprende un ndcleo, que tiene una
superficie del nucleo libre de silice, y una carcasa unida a la superficie del nicleo. La carcasa comprende al menos
un resto zwitteriénico funcionalizado con silano, en donde la nanoparticula no contiene un ligando de direccion y en
donde los restos funcionalizados con silano estan unidos al ndcleo a la superficie del nucleo sin que intervenga
ninguna capa de silice. En una realizacién, el nicleo comprende un metal de transicién. En otra realizacién, el
nucleo comprende un compuesto de metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en éxidos, carburos,
sulfuros, nitruros, fosfuros, boruros, haluros, seleniuros, telururos o combinaciones de los mismos. En una
realizacién, el nicleo comprende un metal con un nimero atémico =34.

En algunas realizaciones, la nanoparticula comprende un nucleo de 6xido de tantalio, que tiene una superficie del
nucleo libre de silice, y una carcasa unida a la superficie del nucleo, en donde la carcasa comprende al menos un
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resto zwitteriénico funcionalizado con silano. La nanoparticula tiene un tamafo de particula promedio de hasta
aproximadamente 6 nm.

En algunas otras realizaciones, la nanoparticula comprende un nicleo de 6xido de hierro superparamagnético, que
tiene una superficie del nucleo libre de silice, y una carcasa unida a la superficie del ndcleo, en donde la carcasa
comprende al menos un resto zwitteridnico funcionalizado con silano. La nanoparticula tiene un tamano de particula
promedio de hasta aproximadamente 50 nm.

En una o mas realizaciones, la invencion se refiere a una composicion de agente diagndstico. La composicion
comprende una pluralidad de nanoparticulas, en donde al menos una nanoparticula de la pluralidad comprende un
nucleo, que tiene una superficie del nucleo libre de silice, y una carcasa unida a la superficie de nucleo. La carcasa
comprende al menos un resto zwitteridnico funcionalizado con silano. En algunas realizaciones, la composicion
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente uno o mas excipientes.

Un aspecto de la invencion se refiere a métodos para hacer nanoparticulas. EI método comprende (a) proporcionar
un nlcleo, que tiene una superficie del nicleo libre de silice, y (b) disponer una carcasa unida a la superficie del
nucleo, en donde la carcasa comprende un resto zwitteridnico funcionalizado con silano.

Otro aspecto de la invencidon esta dirigido a un método que comprende administrar una composicién de agente
diagnédstico a un sujeto y formar la imagen del sujeto con un dispositivo de rayos X. La composicion de agente
diagndstico comprende una pluralidad de nanoparticulas, en donde al menos una nanoparticula de la pluralidad
comprende un nucleo y una carcasa. La carcasa comprende al menos un resto zwitteridnico funcionalizado con
silano. En una o mas realizaciones, el nicleo comprende éxido de tantalio.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar una composicion de agente diagndéstico a un sujeto, y
formar la imagen del sujeto con un dispositivo diagndstico. La composicién de agente diagnéstico comprende una
pluralidad de nanoparticulas. Al menos una nanoparticula de la pluralidad comprende un nudcleo, que tiene una
superficie del nucleo libre de silice, y una carcasa unida a la superficie del nicleo. La carcasa comprende al menos
un resto zwitteriénico funcionalizado con silano.

En una o mas realizaciones, el método de uso comprende ademas monitorizar la distribucién de la composicion del
agente diagnéstico al sujeto con el dispositivo diagndstico y diagnosticar al sujeto. En algunas realizaciones, el
dispositivo diagnéstico emplea un método de formacion de imagen seleccionado del grupo que consiste en imagen
por resonancia magnética, imagen Optica, tomografia de coherencia éptica, rayos X, tomografia computerizada,
tomografia por emisién de positrones o combinaciones de las mismas.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de las nanoparticulas 10 descritas anteriormente para la fabricacion de
una composicion para usar como una composicion de agente diagnéstico.

Dibujos

Estas y ofras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencion se entenderan mejor cuando la siguiente
descripcion detallada se lea con referencia a los dibujos que la acompanan en que caracteres similares representan
partes similares a lo largo de los dibujos, en donde:

La FIG. 1 representa una vista transversal de una nanoparticula que comprende un ndcleo y una carcasa de
acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 2 describe acidos organicos y bases organicas a partir de las que pueden formarse grupos funcionales
zwitteriénicos.

Las FIG. 3A, 3B, 3C y 3D describen restos zwitteridnicos funcionalizados con silano, que pueden reaccionar con el
nucleo para producir una carcasa que comprende restos zwitterionicos funcionales de silano.

Descripcion detallada

En la siguiente memoria y las reivindicaciones que siguen, se hara referencia a un nimero de términos que tienen
los siguientes significados. Las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el
contexto dicte claramente otra cosa. El lenguaje de aproximacién, como se usa en esta memoria a lo largo de la
memoria y las reivindicaciones, puede aplicarse para modificar cualquier representacién cuantitativa que pudiera
variar de forma aceptable sin dar por resultado un cambio en la funcién basica a la que esta relacionada. Por
consiguiente, un valor modificado mediante un término tal como “aproximadamente” no va a estar limitado al valor
preciso especificado. En algunos ejemplos, el lenguaje de aproximacién puede corresponder a la precisién de un
instrumento para medir el valor. De forma similar, “libre” puede usarse en combinacién con un término, y puede
incluir un nimero insustancial, o cantidades traza, mientras que aun se considera libre del término modificado. Por
ejemplo, libre de disolvente o sin disolvente, y términos y frases similares, pueden referirse a un ejemplo en que una
parte significativa, algo o todo el disolvente se ha eliminado de un material solvatado.
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Una o mas realizaciones de la invencion estan relacionadas con una nanoparticula, como se describe en la FIG. 1.
La nanoparticula 10 comprende un nucleo 20, que tiene una superficie de nucleo 30 esencialmente libre de silice. En
una o mas realizaciones, el nicleo 20 contiene un metal de transicién, por ejemplo, un compuesto de un elemento
de metal de transicion. La nanoparticula 10 incluye ademas una carcasa 40, también denominada como un
recubrimiento, unida a la superficie del nicleo 30. La carcasa 40 comprende al menos un resto zwitteridnico
funcionalizado con silano. Como la superficie del nucleo 30 estd esencialmente libre de silice, los restos
zwitteridnicos funcionalizados con silano no estan unidos al silice, aunque estan unidos al nacleo 20 a la superficie
del nucleo 30 sin que intervenga ninguna capa de silice. El resto zwitteridnico funcionalizado con silano comprende
un resto silano y un resto zwitteridnico. Como se usa en esta memoria, el término “resto zwitteridnico” se refiere a un
resto que es eléctricamente neutro aunque porta cargas positiva y negativa formales en diferentes atomos. Los
zwitteriones son polares y normalmente tienen una alta solubilidad en agua y una pobre solubilidad en la mayoria de
los disolventes organicos. En algunas realizaciones, el “resto zwitteriénico” se refiere a un precursor de un resto
zwitterionico. En dichas realizaciones, el precursor experimenta una reaccién quimica secundaria o posterior para
formar un resto zwitteriénico.

“Nanoparticula” como se usa en esta memoria se refiere a particulas que tienen un tamafo de particula en la escala
del nanémetro, generalmente menos de 1 micrometro. En una realizacion, la nanoparticula tiene un tamario de
particula de hasta aproximadamente 50 nm. En otra realizacion, la nanoparticula tiene un tamano de particula de
hasta aproximadamente 10 nm. En otra realizacion, la nanoparticula tiene un tamafno de particula de hasta
aproximadamente 6 nm.

Una o mas realizaciones de la presente invencién se refieren a una composicion que comprende una pluralidad de
nanoparticulas. Una pluralidad de nanoparticulas puede caracterizarse por uno o mas de tamano de particula medio,
diametro promedio o tamafo de particula, distribucion de tamafno de particula, area superficial de particula
promedio, forma de particula o geometria transversal de particula. Ademas, una pluralidad de nanoparticulas puede
tener una distribucion de tamanos de particula que puede caracterizarse tanto por un tamafo promedio en nimero y
un tamafio de particula promedio en peso. El tamafo de particula promedio en nimero puede representarse
mediante Sy = Y (s;n;)/X n;, donde n; es el nimero de particulas que tienen un tamano de particula s;. El tamafo de
particula promedio en peso puede representarse por Sy, = Y.(s; n?)/ X(s; n;). Cuando todas las particulas tienen el
mismo tamano, Sy y Sw pueden ser iguales. En una realizacion, puede ser una distribucion de tamanos, y Sy puede
ser diferente de Sw. La relacion del promedio en peso al promedio en nimero puede definirse como el indice de
polidispersion (Sepi). En una realizacién, Spp puede ser igual a aproximadamente 1. En otras realizaciones,
respectivamente, Sppi puede estar en un intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 1,2, de
aproximadamente 1,2 a aproximadamente 1,4, de aproximadamente 1,4 a aproximadamente 1,6, o de
aproximadamente 1,6 a aproximadamente 2,0. En una realizacién, Spp; puede estar en un intervalo que es mayor
que aproximadamente 2,0.

En una realizacion, una pluralidad de nanoparticulas puede tener una distribucion de tamafio de particula
seleccionada de un grupo que consiste en distribucion normal, distribucion monomodal y distribucion bimodal.
Ciertas distribuciones de tamafio de particula pueden ser Utiles para proporcionar ciertos beneficios. Una distribucion
monomodal puede referirse a una distribucion de tamafos de particula distribuidas aproximadamente de un modo
sencillo. En otra realizacién, las poblaciones de particulas que tienen dos intervalos de tamafio de sub-poblacion
distintos (una distribucién bimodal) pueden incluirse en la composicién.

Una nanoparticula puede tener una variedad de formas y geometrias transversales que pueden depender, en parte,
del proceso usado para producir las particulas. En una realizacién, una nanoparticula puede tener una forma que es
una esfera, una barra, un tubo, un copo, una fibra, una placa, un cable, un cubo o un pelo. Una nanoparticula puede
incluir particulas que tienen dos o mas de las formas mencionadas anteriormente. En una realizacion, una geometria
transversal de la particula puede ser una o mas de circular, elipsoidal, triangular, rectangular o poligonal. En una
realizacién, una nanoparticula puede consistir esencialmente en particulas no esféricas. Por ejemplo, dichas
particulas pueden tener la forma de elipsoides, que pueden tener los tres ejes principales de diferentes longitudes, o
pueden ser elipsoides de revolucion oblatos o prolatos. Las nanoparticulas no esféricas de forma alternativa pueden
ser laminares en forma, en donde laminar se refiere a particulas en que la maxima dimensién a lo largo de un eje es
sustancialmente menor que la maxima dimensién a lo largo de cada una de los otros dos ejes. Las nanoparticulas
no esféricas pueden tener ademas la forma de piramides o conos truncados, o de barras alargadas. En una
realizacién, las nanoparticulas pueden ser de forma irregular. En una realizacién, una pluralidad de nanoparticulas
puede consistir esencialmente en nanoparticulas esféricas.

Una poblacién de nanoparticulas puede tener una alta relacion de superficie a volumen. Una nanoparticula puede
ser cristalina o amorfa. En una realizacion, puede usarse un solo tipo (tamafio, forma y similar) de nanoparticula, o
pueden usarse mezclas de diferentes tipos de nanoparticulas. Si una mezcla de nanoparticulas se usa pueden
distribuirse de forma homogénea o no homogénea en la composicion.

En una realizacion, la nanoparticula puede ser estable frente a la formacién de agregado o aglomerado. Un
agregado puede incluir mas de una nanoparticula en contacto fisico con otra, mientras los aglomerados pueden
incluir mas de un agregado en contacto con otro. En algunas realizaciones, las nanoparticulas pueden no estar
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fuertemente aglomeradas y/o agregadas de manera que las particulas pueden dispersarse de forma relativamente
facil en la composicion.

En una realizacién, el nicleo comprende un metal de transicién. Como se usa en esta memoria, “metal de transiciéon”
se refiere a elementos de los grupos 3-12 de la Tabla Periodica. En ciertas realizaciones, el nicleo comprende uno o
mas compuestos de metal de transicion, tales como 6xidos, carburos, sulfuros, nitruros, fosfuros, boruros, haluros,
seleniuros y telururos, que contienen uno o mas de estos elementos de metal de transicion. Por consiguiente, en
esta descripcién el término “metal” no implica necesariamente que un metal de valencia cero esté presente; en vez
de eso, el uso de este término significa la presencia de un material metalico o no metalico que contiene un elemento
de metal de transicion como un constituyente.

En algunas realizaciones, la nanoparticula puede comprender un Unico nucleo. En algunas realizaciones distintas, la
nanoparticula puede comprender una pluralidad de ndcleos. En realizaciones donde la nanoparticula comprende
una pluralidad de nucleos, los nlcleos pueden ser iguales o diferentes. En algunas realizaciones, la composicién de
nanoparticulas comprende al menos dos nucleos. En otras realizaciones, cada una de la composicién de
nanoparticulas comprende solo un ndcleo.

En algunas realizaciones, el nucleo comprende un Unico compuesto de metal de transicién. En otra realizacion, el
nucleo comprende dos 0 mas compuestos de metal de transicion. En realizaciones donde el nicleo comprende dos
0 mas compuestos de metal de transicion, el elemento de metal de transicién o el catién de metal de transicion
puede ser del mismo elemento o de dos o mas elementos diferentes. Por ejemplo, en una realizacion, el nucleo
puede comprender un Unico compuesto de metal, tal como 6xido de tantalio u éxido de hierro. En otra realizacion, el
nucleo puede comprender dos 0 mas elementos metalicos diferentes, por ejemplo 6xido de tantalio y 6xido de hafnio
u o6xido de tantalio y nitruro de hafnio, u 6xidos de hierro y manganeso. En otra realizacién, el nucleo puede
comprender dos o mas compuestos del mismo elemento metdlico, por ejemplo, éxido de tantalio y sulfuro de
tantalio.

En una realizacion, el nacleo crea una mejora de contraste en la imagen de rayos X o tomografia computerizada
(TC). Un escaner de TC convencional usa un amplio espectro de energia de rayos X entre aproximadamente 10 keV
y aproximadamente 150 keV. Los expertos en la técnica reconoceran que la cantidad de atenuacion de rayos X que
pasa a través de un material particular por unidad de longitud se expresa como el coeficiente de atenuacion lineal. A
un espectro de energia de rayos X tipico en la imagen de TC, la atenuacion de materiales estd dominada por el
efecto de absorcién fotoeléctrica y el efecto de dispersion de Compton. Ademas, el coeficiente de atenuacion lineal
se conoce bien por ser una funcién de la energia del rayo X incidente, la densidad del material (relacionado con la
concentracién molar) y el nimero atémico (Z) del material. Para compuestos moleculares o mezclas de diferentes
atomos el “nimero atdmico efectivo”, Ze, puede calcularse como una funciéon del nimero atémico de los elementos
constituyentes. El nimero atémico efectivo de un compuesto de formula quimica conocida se determina a partir de la
relacion:

1
/
zep = [Showp2f] P (Ec. 1)

Donde Zk es el nimero atémico de los elementos metalicos, P es la cantidad total de elementos metalicos, y wi es la
fraccion en peso de elementos metalicos con respecto al peso molecular total de la molécula (relacionado con la
concentracién molar). La eleccién éptima de la energia de rayos X incidente para la imagen de TC es una funcién
del tamario del objeto a formar en imagen y no se espera que varie mucho de los valores nominales. También se
sabe bien que el coeficiente de atenuacion lineal del material agente de contraste es linealmente dependiente de la
densidad del material, es decir, el coeficiente de atenuacién lineal puede aumentarse si la densidad del material se
aumenta o si la concentracién molar del material de contraste se aumenta. Sin embargo, los aspectos practicos de
inyectar material de agente de contraste en los pacientes, y los efectos de la toxicidad asociada, limitan la
concentracion molar que puede alcanzarse. Por lo tanto es razonable separar los materiales de agente de contraste
potenciales segin su numero atémico efectivo. En base a simulaciones de la mejora de contraste de TC de
materiales tipicos para un espectro de energia de TC tipico con una concentracién molar de aproximadamente 50
mM, se estima que los materiales con nimero atémico efectivo mayor que o igual a 34 pueden dar la mejora de
contraste apropiada de aproximadamente 30 unidades Hounsfield (UH), o 3% mas de contraste que el agua. Por lo
tanto, en ciertas realizaciones el nucleo comprende un material que tiene un nimero atémico efectivo mayor que o
igual a 34. Véase, por ejemplo, el capitulo 1 en Handbook of Medical Imaging, volumen 1. Physics and
Psychophysics, Eds. J. Beutel, H.L. Kundel, R.L. Van Metter, SPIE Press, 2000.

Un nicleo que contiene metales de transicion con numero atomico relativamente alto como se describe
anteriormente puede proporcionar realizaciones que tienen ciertas caracteristicas deseables. En dichas
realizaciones, el nucleo es sustancialmente radiopaco, que significa que el material del ndcleo impide que
significativamente menos radiacion de rayos X pase a su través que en materiales encontrados tipicamente en
organismos vivos, dando asi potencialmente a las particulas utilidad como agentes de contraste en aplicaciones de
imagen de rayos X tales como tomografia computerizada (TC). Ejemplos de elementos de metal de transiciéon que
pueden proporcionar esta propiedad incluyen tungsteno, tantalio, hafnio, zirconio, molibdeno, plata y zinc. El 6xido
de tantalio es un ejemplo particular de una composicion de nucleo adecuada para usar en aplicaciones de imagen
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de rayos X. En una o mas realizaciones, el nicleo de la nanoparticula comprende O6xido de tantalio y la
nanoparticula tiene un tamano de particula de hasta aproximadamente 6 nm. Esta realizacién puede ser
particularmente atractiva para aplicaciones en técnicas de imagen que aplican rayos X para generar datos de
imagen, debido al alto grado de radiopacidad del nlcleo que contiene tantalio y el pequefio tamafo que ayuda a la
rapida depuracién renal, por ejemplo.

En algunas realizaciones, el nicleo de la nanoparticula comprende al menos aproximadamente 30% de material de
metal de transicion en peso. En ciertas realizaciones, el nicleo comprende al menos aproximadamente 50% de
material de metal de transicion en peso. En aun realizaciones adicionales, el nucleo comprende al menos
aproximadamente 75% de material de metal de transicién en peso. Tener un alto contenido en material de metal de
transicion en el nucleo proporciona la nanoparticula con mayor grado de radiopacidad por unidad de volumen, dando
por lo tanto un rendimiento mas eficiente como un agente de contraste.

En otra realizacion, el nicleo comprende material que muestra comportamiento magnético, que incluye, por ejemplo,
comportamiento superparamagnético. El “material superparamagnético” como se usa en esta memoria se refiere a
material que puede mostrar un comportamiento similar al paramagnetismo incluso cuando esta a temperaturas por
debajo de la temperatura de Curie o Néel. Ejemplos de materiales magnéticos o superparamagnéticos potenciales
incluyen materiales que comprenden uno o mas de hierro, manganeso, cobre, cobalto o niquel. En una realizacion,
el material superparamagnético comprende Oxido de hierro superparamagnético. En algunas realizaciones, las
nanoparticulas de la presente invencion pueden usarse como agentes de contraste de resonancia magnética (RM).
Estas nanoparticulas pueden dar una sefal de resonancia magnética T2*, T2 o T1 tras la exposicién a un campo
magnético. En una o mas realizaciones, el nlcleo de la nanoparticula comprende o&xido de hierro
superparamagnético y la nanoparticula tiene un tamafo de particula de hasta aproximadamente 50 nm.

En una realizacién, la nanoparticula 10 comprende una carcasa 40 que cubre sustancialmente el nicleo 20. Esta
carcasa 40 puede servir para estabilizar el nicleo 20, es decir, la carcasa 40 puede evitar que un nicleo 20 entre en
contacto con un ndcleo adyacente 20, evitando asi que una pluralidad de dichas nanoparticulas 10 se agregue o
aglomere como se describe en esta memoria, o evitando la lixiviacién de metal u 6xido metélico, por ejemplo, en la
escala de tiempo de experimentos de formacién de imagen in vivo. En una realizacién, la carcasa 40 puede ser de
un espesor suficiente para estabilizar el nacleo 20 y evitar dicho contacto. En una realizacion, la carcasa 40 tiene un
espesor promedio de hasta aproximadamente 50 nm. En otra realizacion, la carcasa 40 tiene un espesor promedio
de hasta aproximadamente 3 nm.

Como se usa en esta memoria, el término “que cubre sustancialmente” significa que un porcentaje de cobertura de
superficie de la nanoparticula es mayor que aproximadamente 20%. El porcentaje de cobertura de superficie se
refiere a la relacion de superficie de nanoparticula cubierta por la carcasa al area superficial no cubierta por la
carcasa. En algunas realizaciones, el porcentaje de cobertura de superficie de la nanoparticula puede ser mayor que
aproximadamente 40%.

En algunas realizaciones, la carcasa puede facilitar la solubilidad en agua mejorada, reducir la formacion de
agregado, reducir la formacién de aglomerado, evitar la oxidacion de nanoparticulas, mantener la uniformidad de la
entidad nicleo-carcasa, o proporcionar biocompatibilidad para las nanoparticulas. En otra realizacién, el material o
materiales que comprenden la carcasa pueden comprender ademas otros materiales que estan adaptados para una
aplicacién particular, tal como, aunque no limitado a, aplicaciones diagndsticas. Por ejemplo, en una realizacion, la
nanoparticula puede ademas estar funcionalizada con un ligando de direccion. El ligando de direccion puede ser una
molécula o una estructura que proporciona el direccionamiento de la particula a un érgano, tejido o célula deseada.
El ligando de direccion puede incluir, aunque no esta limitado a, proteinas, péptidos, anticuerpos, acidos nucleicos,
derivados de azucar o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la nanoparticula comprende ademas
agentes de direccién de manera que, cuando se usan como agentes de contraste, las particulas pueden dirigirse a
areas enfermas especificas del cuerpo del sujeto. En algunas realizaciones, las nanoparticulas pueden usarse como
agentes de acumulacion de sangre.

Los nucleos pueden cubrirse con una o mas carcasas. En algunas realizaciones, una pluralidad de ndcleos puede
cubrirse con la misma carcasa. En una realizacién, una Unica carcasa puede cubrir todos los nucleos presentes en la
composicion de nanoparticulas. En algunas realizaciones los nucleos individuales pueden cubrirse con una o mas
carcasas. En otra realizacion, todos los nucleos presentes en la nanoparticula pueden cubrirse con dos o mas
carcasas. Una carcasa individual puede comprender el mismo material 0 puede comprender dos 0 mas materiales
diferentes. En las realizaciones donde el nicleo puede cubrirse con mas de una carcasa, la carcasa puede ser del
mismo o diferente material.

En una realizacién, la carcasa comprende al menos un resto zwitteridnico funcionalizado con silano, en donde el
resto zwitteridnico funcionalizado con silano comprende un resto silano y un resto zwitteriénico. En algunas
realizaciones, el resto silano de la carcasa zwitteridnica funcionalizada con silano esta unido directamente al ndcleo.

En una realizacién, la carcasa comprende una pluralidad de restos silano, en donde al menos uno de la pluralidad de
restos silano esta funcionalizado con al menos un resto zwitteridnico. En algunas realizaciones, la carcasa
comprende restos zwitteridnicos funcionalizados con silano y restos no zwitteridnicos funcionalizados con silano. En
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dichas realizaciones, una relacién de restos zwitterionicos funcionalizados con silano a restos no zwitteriénicos
funcionalizados con silano es de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100. En algunas otras realizaciones, la
relaciéon de restos zwitteriénicos funcionalizados con silano a restos no zwitteriénicos funcionalizados con silano es
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20.

En algunas realizaciones, la carcasa comprende una pluralidad de restos zwitteridnicos funcionalizados con silano.
El término “pluralidad restos zwitteridnicos funcionalizados con silano” se refiere a multiples ejemplos de un resto
silano particular, funcionalizado con al menos un resto zwitteriénico. Los restos silano puede ser los mismos o
diferentes. En una realizacion, cada nucleo esta rodeado por una pluralidad de restos zwitterionicos funcionalizados
con silano, en donde todos los restos silano son del mismo tipo. En otra realizacion, cada nucleo esta rodeado por
una pluralidad de restos zwitteriénicos funcionalizados con silano, en donde los restos silano son de diferentes tipos.
En una realizacién, cada uno de la pluralidad de restos silano esta funcionalizado con al menos un resto
zwitterionico. En una realizacion, al menos uno de la pluralidad de restos silano esta funcionalizado con un resto
zwitterionico de manera que cada nanoparticula, en promedio, comprende al menos un resto zwitterionico. En una o
mas realizaciones, cada nanoparticula comprende una pluralidad de restos zwitteridnicos.

En realizaciones en donde la carcasa comprende una pluralidad de restos zwitteridnicos funcionalizados con silano,
los restos silano y los restos zwitteridnicos pueden ser los mismos o diferentes. Por ejemplo, en una realizacion,
todos los restos silano pueden ser los mismos y todos los restos zwitteribnicos pueden ser los mismos. En otra
realizacién, los restos silano son los mismos pero los restos zwitteridnicos son diferentes. Por ejemplo, la carcasa
puede comprender dos restos zwitteridénicos funcionalizados con silano diferentes. El primero comprende un resto
silano tipo 1 y un resto zwitteriénico tipo 1. El segundo comprende un resto silano tipo 1 y un resto zwitteriénico tipo
2, o un resto silano tipo 2 pero un resto zwitteridnico tipo 1, o un resto silano tipo 2 y un resto zwitteriénico tipo 2. En
una o mas realizaciones, el resto zwitteridnico funcionalizado con silano puede comprender dos o mas restos
zwitterionicos. En realizaciones donde el resto zwitteridnico funcionalizado con silano comprende dos o mas restos
zwitterionicos, los restos zwitteridnicos pueden ser los mismos o diferentes.

En algunas realizaciones, el resto zwitteriénico funcionalizado con silano comprende un resto cargado de forma
positiva, un resto cargado de forma negativa y un primer grupo espaciador entre el resto cargado de forma positiva y
el resto cargado de forma negativa. El resto cargado de forma positiva puede originarse a partir de bases organicas
y el resto cargado de forma negativa puede originarse a partir de acidos organicos. La FIG. 2 presenta una lista de
acidos y bases organicas ilustrativas a partir de las que pueden originarse el resto cargado de forma negativa y el
resto cargado de forma positiva.

En algunas realizaciones, el resto cargado de forma positiva comprende aminas primarias protonadas, aminas
secundarias protonadas, alquilaminas terciarias protonadas, amidinas protonadas, guanidinas protonadas, piridinas
protonadas, pirimidinas protonadas, pirazinas protonadas, purinas protonadas, imidazoles protonados, pirroles
protonados, alquilaminas cuaternarias o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el resto cargado de forma negativa comprende acidos carboxilicos desprotonados, acidos
sulfénicos desprotonados, acidos sulfinicos desprotonados, acidos fosfénicos desprotonados, acidos fosféricos
desprotonados, acidos fosfénicos desprotonados o combinaciones de los mismos.

En una o mas realizaciones, el primer grupo espaciador comprende grupos alquilo, grupos arilo, grupos alquilo y
arilo sustituidos, grupos heteroalquilo, grupos heteroarilo, grupos carboxi, éteres, amidas, ésteres, carbamatos,
ureas, grupos alquilo de cadena lineal de 1 a 10 4&tomos de carbono de longitud, o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, un atomo de silicio del resto zwitteriénico funcionalizado con silano esta conectado al resto
cargado de forma positiva 0 negativa por medio de un segundo grupo espaciador. En algunas realizaciones, el
segundo grupo espaciador comprende grupos alquilo, grupos arilo, grupos alquilo y arilo sustituidos, grupos
heteroalquilo, grupos heteroarilo, grupos carboxi, éteres, amidas, ésteres, carbamatos, ureas, grupos alquilo de
cadena lineal de 1 a 10 atomos de carbono de longitud o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el resto zwitteriénico funcionalizado con silano comprende el producto de hidrélisis de un
precursor tri-alcoxisilano, tal como los ilustrados en la FIG. 3A-3D. En algunas realizaciones, el precursor tri-
alcoxisilano comprende N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio, acido 3-(metil(3-
(trimetoxisilil)propil)amino)propano-1-sulfénico, &cido  3-(3-(trimetoxisilil)propilamino)propano-1-sulfénico, 2-(2-
(trimetilsilil)etoxi(hidroxi)fosforiloxi)-N,N,N-trimetiletanaminio, 2-(2-(trimetoxisilil)etil(hidroxi)fosforiloxi)-N,N,N-
trimetiletanaminio, N,N,N-trimetil-3-(N-3-(trimetoxisilil)propionilsulfamoil)propan-1-aminio, N-((2H-tetrazol-5-il)metil)-
N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-aminio, N-(2-carboxietil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-aminio, &cido 3-
(metil(3-(trimetoxisilil)propil)amino)propanoico, acido 3-(3-(trimetoxisilil)propilamino)propanoico, N-(carboximetil)-N,N-
dimetil-3-(trimetoxisilil) propan-1-aminio, acido 2-(metil(3-(trimetoxisilil)propil)amino)acético, acido 2-(3-
(trimetoxisilil)propilamino)acético, acido 2-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acético, acido 3-(4-(3-
(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)propanoico,  acido  2-(metil(2-(3-(trimetoxisilil)propilureido)etil)amino)-
aceético, acido 2-(2-(3-(trimetoxisilil)propilureido)etil)aminoacético, o combinaciones de los mismos.
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La composicién que comprende una pluralidad de nanoparticulas puede usarse como una composicion de agente
diagnédstico. Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion de agente diagnéstico. La
composicién de agente diagnéstico comprende una pluralidad de las nanoparticulas 10 descritas anteriormente. En
una realizacién, la composicion de agente diagnoéstico comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable
y opcionalmente uno o mas excipientes. En una realizacién, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser
esencialmente agua. Los excipientes opcionales pueden comprender uno o mas de sales, desintegradores,
aglutinantes, cargas o lubricantes.

Un tamario de particula pequefio puede ser ventajoso para facilitar la depuracién desde los riflones y otros 6rganos,
por ejemplo. En una realizacién, la pluralidad de nanoparticulas puede tener un tamano de particula medio de hasta
aproximadamente 50 nm. En otra realizacién, la pluralidad de nanoparticulas puede tener un tamaro de particula
medio de hasta aproximadamente 10 nm. En otra realizacién, la pluralidad de nanoparticulas puede tener un tamaro
de particula medio de hasta aproximadamente 6 nm.

Un aspecto de la invencion se refiere a métodos para hacer nanoparticulas. En general, un método comprende (a)
proporcionar un nucleo que tiene una superficie de nlcleo esencialmente libre de silice, y (b) disponer una carcasa
unida a la superficie del nicleo, en donde la carcasa comprende un resto zwitteriénico funcionalizado con silano.

En una o mas realizaciones, la etapa de proporcionar un nucleo comprende proporcionar un primer material
precursor, en donde el primer material precursor comprende al menos un metal de transicion. En una realizacion, el
primer material precursor reacciona para generar el nacleo que comprende al menos un metal de transicion. En una
realizacién, el primer material precursor descompone para generar el nacleo. En otra realizacién, el primer material
precursor hidroliza para generar el ndcleo. En otra realizacion, el primer material precursor reacciona para formar el
nucleo. Los métodos de sintesis de nanoparticulas se conocen bien en la técnica y cualquier método adecuado para
fabricar un nucleo de nanoparticula de un material apropiado puede ser adecuado para usar en este método.

En una o mas realizaciones, la etapa de disponer una carcasa comprende proporcionar un segundo material
precursor, tal como un material que comprende un resto silano o un precursor de un resto silano. El resto silano
puede reaccionar con el nucleo para formar una carcasa que comprende un resto silano. En algunas realizaciones,
el precursor puede experimentar una reaccién de hidrolisis antes de reaccionar con el nucleo. En algunas
realizaciones, el resto silano puede funcionalizarse con al menos un resto zwitteriénico o al menos un precursor de
un resto zwitterionico. En realizaciones en donde el resto silano esta funcionalizado con al menos un resto
zwitterionico, la carcasa, asi formada, comprende un resto zwitteridnico funcionalizado con silano. En realizaciones
en donde el resto silano esta funcionalizado con un precursor de un resto zwitterionico, la carcasa, asi producida,
puede no ser de naturaleza zwitteridnica, aunque puede reaccionar posteriormente con un reactivo apropiado para
convertir el precursor en un resto zwitterionico. En una o mas realizaciones, el segundo material precursor
comprende el resto zwitteridnico funcionalizado con silano o precursor de un resto zwitterionico funcionalizado con
silano, tal como uno o mas de los precursores tri-alcoxisilanos descritos anteriormente.

Se entendera que el orden y/o la combinacidén de etapas pueden variarse. Por tanto, segun algunas realizaciones,
las etapas (a) y (b) se dan como etapas secuenciales para asi formar la nanoparticula a partir del nucleo y el
segundo material precursor. Por medio del ejemplo y sin limitacién, en algunas realizaciones, el primer material
precursor comprende al menos un metal de transicién; en donde el nicleo comprende un 6xido de al menos un
metal de transicién; y la etapa (a) comprende ademas hidrdlisis del primer material precursor. Segun algunas
realizaciones, el primer material precursor es un alcoxido o haluro del metal de transicion, y el proceso de hidroélisis
incluye combinar el primer material precursor con un acido y agua en un disolvente alcohdlico. En algunas
realizaciones, el silano puede comprender grupos polimerizables. La polimerizacion puede darse por medio de
polimerizacion por condensacion catalizada por acido. En algunas realizaciones distintas, el resto silano puede
adsorberse fisicamente en el nucleo. En algunas realizaciones, el resto silano puede funcionalizarse adicionalmente
con otros polimeros. El polimero puede ser soluble en agua y biocompatible. En una realizacién, los polimeros
incluyen, aunque no estan limitados a, polietilenglicol (PEG), polietilenimina (PEI), polimetacrilato, polivinilsulfato,
polivinilpirrolidinona o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el nlucleo comprende 6xidos metdlicos. En una realizacion, el nicleo de 6xido metalico
puede sintetizarse en la hidrélisis de un alcéxido metalico en presencia de un &cido organico. En algunas
realizaciones, el alcoxido metalico puede ser un alcéxido de tantalio tal como etoxido de tantalio, el acido organico
puede ser un &cido carboxilico tal como acido isobutirico, acido propidnico o &cido acético y la reaccién de hidrolisis
puede realizarse en presencia de un disolvente de alcohol tal como 1-propanol o metanol.

En otra realizacion, el nicleo y el segundo material precursor pueden ponerse en contacto el uno con el otro. En una
realizacién, el segundo material precursor puede comprender una especie que contiene silicio tal como un tri-
alcoxisilano organofuncional o mezcla de tri-alcoxisilanos organofuncionales. Al menos uno de los tri-alcoxisilanos
organofuncionales puede contener un grupo zwitteriénico o un precursor de un grupo zwitteriénico, de manera que
cada nanoparticula, en promedio, puede contener al menos un resto zwitteribnico o precursor de un resto
zwitteridnico. En una realizacion, cada nanoparticula puede contener en promedio, una pluralidad de restos
zwitteridnicos o precursores de restos zwitteridnicos. En otras realizaciones, el nucleo puede tratarse con una
mezcla que contiene al menos dos restos silano. En una realizacién, un resto silano esta funcionalizado con un resto
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zwitteridnico, o un precursor de un resto zwitterionico, y el segundo resto silano puede no estar funcionalizado con
ningun resto zwitteriénico. Los restos silano cargados pueden afadirse de forma simultanea o secuencial. En
algunas realizaciones, uno o mas restos silano funcionalizados con un resto zwitteriénico, o con un precursor de un
resto zwitteriénico, puede afadirse a los nicleos funcionalizados con restos silano no zwitteriénicos, o bien de forma
simultanea o secuencial.

En una realizacién, un ndcleo de éxido de tantalio puede permitirse reaccionar con un alcoxisilano que contiene
tanto, un nitrégeno cuaternario ademas de un grupo sulfonato como un grupo carboxi, por ejemplo, un grupo
sulfobetaina o un grupo betaina. En una realizacién el nacleo de éxido de tantalio puede permitirse reaccionar con
(RO)3Si(CH2)xNR’2(CH2),SO3, donde R es un grupo alquilo o arilo, x es 1-10, y es 1-10, y R’ es H, un grupo alquilo o
un grupo arilo. En una realizacién, el R es un grupo alquilo, tal como metilo o etilo, x es 3, y esta entre 2-5y R’ es H
0 un grupo alquilo tal como metilo.

En una realizacion, los silanos funcionalizados con sulfobetaina pueden sintetizarse por la reaccion de apertura de
anillo de alquilsultonas o una mezcla de alquilsultonas con silanos sustituidos con amina. En otra realizacion, las
alquil-lactonas 0 mezclas de alquil-lactonas pueden usarse en lugar de las alquilsultonas. En ciertas realizaciones, la
carcasa comprende una mezcla de sulfobetaina y silanos con betaina funcional. En otra realizacion, el nicleo de
6xido metalico puede reaccionar con una sulfobetaina o resto silano con betaina funcional, en que el grupo sulfonato
o carboxi puede estar protegido quimicamente.

En otra realizacion, al nicleo de 6xido de tantalio se le puede permitir reaccionar con un silano que contiene amina,
tal como trialcoxisilano amino funcional, para formar un nucleo de 6xido de tantalio funcionalizado con el silano que
contiene amina. En una segunda etapa, el nucleo funcionalizado con el silano puede aislarse. En una realizacién
alternativa, el nucleo funcionalizado con el silano puede usarse in situ. Al nacleo funcionalizado con el silano se le
puede permitir reaccionar con una alquilsultona, una alquil-lactona, un acido o éster haloalquilcarboxilico, mezclas
de alquilsultonas, mezclas de alquil-lactonas, mezclas de acidos o ésteres haloalquilcarboxilicos, o mezclas tanto de
alquilsultonas como alquil-lactonas para formar un resto zwitterionico. La cantidad de sultona, lactona o mezcla de
sultonas y/o lactonas puede ser suficiente para proporcionar, en promedio, al menos un resto zwittterionico por
nanoparticula. Ejemplos no limitantes de alquilsultonas incluyen propanosultona y butilsultona. Ejemplos no
limitantes de lactonas incluyen propanolactona y butil-lactona.

En una realizacion, el método comprende ademas fraccionar la pluralidad de nanoparticulas. La etapa de
fraccionamiento puede incluir filtrar las nanoparticulas. En otra realizacion, el método puede comprender ademas la
purificacién de la pluralidad de nanoparticulas. La etapa de purificacion puede incluir el uso de didlisis, filtracién de
flujo tangencial, diafiltracién, o combinaciones de las mismas. En otra realizacién, el método comprende ademas el
aislamiento de las nanoparticulas purificadas.

En combinacion con cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, algunas realizaciones se refieren a un
método para fabricar una composicién de agente diagndstico para rayos X/tomografia computerizada o IRM. La
composicion de agente diagnéstico comprende una pluralidad de nanoparticulas. En algunas realizaciones, el
tamafo de particula medio de la pluralidad de nanoparticulas puede no ser mas de aproximadamente 10 nm, por
ejemplo no mas de aproximadamente 7 nm, y en realizaciones particulares no mas de aproximadamente 6 nm. Se
entenderda que segun algunas realizaciones, el tamafio de particula de la pluralidad de nanoparticulas puede
seleccionarse para asi dejar a la nanoparticulas sustancialmente depurables mediante un riidn de mamifero, tal
como un riidn humano, en forma particulada.

En algunas realizaciones, la presente invencién esta dirigida a un método de uso de la composicion de agente
diagndstico que comprende una pluralidad de las nanoparticulas descritas en esta memoria. En algunas
realizaciones, el método comprende la administracién in vivo o in vitro de la composicién de agente diagnostico a un
sujeto, que en algunos ejemplos puede ser un sujeto vivo, tal como un mamifero, y la posterior generaciéon de
imagen del sujeto con un dispositivo de rayos X/TC. Las nanoparticulas, como se describen anteriormente,
comprenden un ndcleo y una carcasa, en donde la carcasa comprende al menos un resto zwitterionico
funcionalizado con silano. En una realizacion, el nicleo comprende éxido de tantalio. La nanoparticula puede
introducirse en el sujeto mediante una variedad de métodos conocidos. Ejemplos no limitantes para introducir la
nanoparticula en el sujeto incluyen administracion intravenosa, intra-arterial u oral, aplicaciéon dérmica o inyeccion
directa en el musculo, piel, la cavidad peritoneal u otros tejidos o compartimientos corporales.

En otra realizacién, el método comprende administrar la composicion de agente diagnéstico a un sujeto, y generar la
imagen del sujeto con un dispositivo diagnoéstico. El dispositivo diagndstico emplea un método de formacion de
imagen, ejemplos de los cuales incluyen, aunque no estan limitados a, IRM, imagen Optica, tomografia de
coherencia oOptica, rayos X, tomografia computerizada, tomografia de emision de positrones, o combinaciones de los
mismos. En el método de uso el cuerpo puede preadministrarse también con la composicion de agente diagnéstico.
La composiciéon de agente diagnoéstico, como se describe anteriormente, comprende una pluralidad de las
nanoparticulas 10.

En una realizacion, los métodos descritos anteriormente para el uso del agente de contraste diagndstico
comprenden ademas monitorizar la distribucion de la composicion del agente diagnéstico al sujeto con el dispositivo
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diagnéstico, y diagnosticar al sujeto; en este método los datos pueden compilarse y analizarse generalmente de
acuerdo con la operacion normal del equipo médico de imagen diagndstica. La composicion de agente diagndstico
puede ser un agente de contraste de rayos X o TC, por ejemplo, tal como una composicién que comprende un
ntcleo de o6xido de tantalio. La composicién de agente diagnéstico puede proporcionar una sefial de TC en un
intervalo de aproximadamente 100 unidades Hounsfield a aproximadamente 5000 unidades Hounsfield. En otro
ejemplo, la composicién de agente diagnostico puede ser un agente de contraste de IRM, tal como un agente que
comprende un nucleo de éxido de hierro superparamagnético.

Una realizacion de la invencién proporciona un método para la determinacion de la extension a la que las
nanoparticulas 10 descritas en esta memoria, tales como nanoparticulas que tienen nucleos de 6xido de tantalio u
6xido de hierro, estan distribuidas en un sujeto. El sujeto puede ser un mamifero o un material biolégico que
comprende una muestra de tejido o una célula. El método puede ser un método in vivo o in vitro. La nanoparticula
puede introducirse al sujeto mediante una variedad de métodos conocidos. Los ejemplos no limitantes para
introducir la nanoparticula al sujeto incluyen cualquiera de los métodos conocidos descritos anteriormente. En una
realizacién, el método comprende (a) introducir las nanoparticulas en el sujeto, y (b) determinar la distribucién de las
nanoparticulas en el sujeto. La distribucion en un sujeto puede determinarse usando una técnica de imagen
diagndstica tal como las mencionadas anteriormente. De forma alternativa, la distribucion de la nanoparticula en el
material biolégico puede determinarse por analisis elemental. En una realizacién, el Plasma Acoplado de forma
Inductiva Espectroscopia de Masas (ICP-MS) puede usarse para determinar la concentraciéon de la nanoparticula en
el material biol6gico.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de las nanoparticulas 10 descritas anteriormente para la fabricacion de
una composicion para usar como una composicién de agente diagnéstico.

Se incluyen los siguientes ejemplos para demostrar las realizaciones particulares de la presente invencion. Deberia
apreciarse por los expertos en la técnica que los métodos descritos en los ejemplos que siguen meramente
representan realizaciones ilustrativas de la presente invencion. Sin embargo, los expertos en la técnica, a la luz de la
presente descripcién, deberian apreciar que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas
descritas y obtener aun un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y del alcance de la presente
invencion.

Ejemplos

La préactica de la invencion se entendera alin mas completamente a partir de los siguientes ejemplos, que se
presentan en esta memoria solo para ilustracion y no deberian interpretarse como limitantes de la invencién de
ninguna forma.

Las abreviaturas usadas en la seccion de ejemplos se amplian como sigue: “mg”: miligramos; “mL”: mililitros;
“mg/mL”: miligramos por mililitro; “mmoles”: milimoles; “pL” y pLs: microlitros; “LC”: cromatografia liquida; “DLS”:
Dispersion de luz dindmica; “DI”: agua desionizada; “ICP”: Plasma acoplado de forma inductiva.

A menos que se anote otra cosa, todos los compuestos quimicos de grado reactivo se usaron como se recibieron, y
se us6 agua Millipore en la preparacién de todas las disoluciones acuosas.

Sintesis de nanoparticulas con base de 6xido de tantalio
Etapa 1: Sintesis de N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio

Se anadieron tolueno (anhidro, 250 mL), N,N-dimetilaminotrimetoxisilano (25 g, 121 mmoles) y 1,3-propanosultona
(13,4 g, 110 mmoles) a un matraz de fondo redondo de 500 mL que contenia una barra de agitacién. La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 4 dias. La mezcla se filir6 después para aislar el producto precipitado, que se
lavo posteriormente con tolueno anhidro fresco (2x60 mL). El rendimiento de polvo blanco después de secar al vacio
fue 23,6 g.

Etapa 2: Reaccién de N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio con nucleo con base de 6xido de
tantalio

Método 1: 1-propanol como disolvente

Un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 250 mL que contenia una barra de agitaciéon se carg6 con 1-propanol
(73 mL), seguido por adicién de acido isobutirico (1,16 mL, 12,51 mmoles, 1,27 eq con respecto al Ta) y agua DI
(1,08 mL, 59,95 mmoles, 6,09 eq con respecto al Ta) para formar una mezcla de reaccion. Se burbujed nitrégeno a
través de la mezcla de reaccién durante 20 minutos seguido por adicién en gotas de etdxido de tantalio (Ta(OEt)s)
(2,55 mL, 4 g, 9,84 mmoles) a la mezcla de reaccion a temperatura ambiente con agitacién durante 15 minutos.
Durante la adicion de Ta(OEt)s, el nitrdgeno se continué burbujeando a través de la mezcla de reaccién. La mezcla
de reacciéon mencionada anteriormente se dejo agitar a temperatura ambiente en nitrégeno durante 16 horas
después de que se completara la adicion de Ta(OEt)s.
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La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 16 horas y después se tom6 una alicuota (1,5 mL)
de la mezcla de reaccion, se filtr6 a través de una membrana de filtracion de 20 nm, y se midi6 el tamario de
particula (como el radio hidrodinamico) en agua mediante DLS inmediatamente después de la etapa de filtracion. El
tamafo de particula promedio se midid6 que era aproximadamente 3,6 nm. Se disolvid N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-
(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio (4,03 g, 12,23 mmoles, 1,24 eq con respecto al Ta) en 50 mL de agua DI. Esta
disolucién se afnadi6é a la mezcla de reaccion mencionada anteriormente en gotas durante unos pocos minutos. La
mezcla de reaccion homogénea, incolora, se transformé inmediatamente en una disolucion blanca turbia y
finalmente se convirtié en una disolucién lechosa por el final de la adicion del resto zwitteriénico funcionalizado con
silano. Después de completarse la adicion se conecté un condensador al matraz, y la mezcla de reacciéon se
mantuvo en una capa de nitrégeno. El matraz se coloc6 en un bafo de aceite precalentado a 75°C y la mezcla de
reaccion se agité durante 6 horas. La mezcla de reaccion se volvié mas clara. Después de 6 horas, la mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente bajo una capa de aire. La mezcla de reaccién heterogénea se neutraliz6 a
pH 6-7 usando NH4sOH 1(M). La mezcla de reaccion se transfirié a un segundo matraz de fondo redondo bajo una
capa de aire. Durante la transferencia de la mezcla de reaccién al segundo matraz, una cantidad de material blanco
permanecié en el matraz, y no se transfirié al segundo matraz (producto A en bruto). Este producto A en bruto se
sec6 en un flujo de nitrégeno toda la noche. Mientras, la disolucion del segundo matraz se evapord usando un
evaporador rotatorio a 50°C. El residuo blanco seco obtenido después de la evaporacion de la disolucién (producto B
en bruto) se dejd estar en un flujo de nitrégeno toda la noche.

El producto A en bruto se sec6 toda la noche. Este sdlido se disolvi6 completamente en agua DI. El producto B en
bruto se disolvié también completamente en agua DI, y las dos disoluciones (producto A en bruto y producto B en
bruto) se combinaron (el volumen total fue 60 mL). La disolucion acuosa se filtr6 secuencialmente a través de
membranas de filtracién de 450 nm, 200 nm y 100 nm y finalmente a través de una membrana de filtracién de 20
nm. La disolucion se dializ6 entonces primero a pH 7,0 usando tampoén de fosfato sédico (tubo de celulosa
regenerada de piel de serpiente con limite de peso molecular de 10K), y después tres veces en agua DI.

Finalmente, la nanoparticula se aislé por liofilizacion. Rendimiento de polvo blanco = 1,748 g (38% de rendimiento en
base al Ta). Potencial zeta: (-)8,18 mV. Andlisis elemental: 38,3 = 0,3% de Ta, 4,8 + 0,1% de Si. Se midié que el
tamano de particula promedio era 8,9 nm mediante DLS. La pureza de la nanoparticula se midié por cromatografia
liquida (LC)/plasma acoplado de forma inductiva (ICP).

Método 2: Trifluoroetanol como disolvente

Un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 100 mL que contenia una barra de agitacion se cargé con
trifluoroetanol (42 mL). Mientras el disolvente se lavaba con nitrégeno, se afadié acido isobutirico (0,53 mL, 5,7
mmoles) seguido por agua (0,13 mL, 7,4 mmoles) usando una jeringa. La disolucion se dejé agitar durante unos 15
min adicionales con burbujeo de nitrégeno continuo. Se anadi6 etéxido de tantalio (Ta(OEt)s) (2 g, 4,9 mmoles) en
gotas usando una jeringa. La disolucion ligeramente brumosa se dej6 agitar a temperatura ambiente en nitrégeno
durante 17 horas. Se disolvié N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio (ejemplo 1, 3,2 g, 9,8
mmoles) en agua (15 mL). Esta disolucién incolora homogénea se afiadié a la mezcla de reaccion que contenia
tantalio en gotas aunque rapidamente en aire con agitacion. El matraz se ajusté con un condensador y después se
coloco6 en un bafio de aceite precalentado a 78°C. Después de agitar a esta temperatura durante 6 horas, la mezcla
de reaccién homogénea incolora se enfrié a temperatura ambiente. El trifluoroetanol se eliminé sustancialmente en
un evaporador rotatorio después de afadir agua (20 mL). La disolucién acuosa se neutralizé usando hidréxido de
amonio concentrado y después se filtr6 sucesivamente a través de filtros de 200 nm, 100 nm y después 20 nm. La
disolucioén se dializ6 después usando tubos de didlisis de piel de serpiente de celulosa regenerada de limite de PM
3500 4 veces. La primera didlisis se realiz6 en agua DI 50:50 a tampdn fosfato de pH 7,0. Las didlisis posteriores se
realizaron en agua DI. El producto de nanoparticulas purificado no se aisl6 del agua. Un ensayo de porcentaje de
solidos en una alicuota se us6 para determinar que el rendimiento de las nanoparticulas recubiertas fue 1,55 g. Se
determiné por dispersién de luz dindmica que el tamafo de particula promedio era 1,6 nm.

Sintesis de nanoparticulas con base de 6xido de tantalio
Etapa 1: Sintesis de 2(4(3(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acetato de etilo

Se anadi6 (3-isocianatopropil)trimetoxisilano (4,106 g) a una disolucion de etilacetoxipiperazina (3,789 g) en cloruro
de metileno (20 mL). La disoluciéon se agit6é durante 16 horas, y después el disolvente se elimind a presién reducida,
dando 8,37 g de material que se uso sin purificacion adicional.

Etapa 2: Reaccion de 2-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acetato de etilo con nicleo con base de
oxido de tantalio.

Un matraz de fondo redondo de 500 mL se carg6 con n-propanol (99 mL), acido isobutirico (1,4 mL) y agua (1,2 mL).
La disolucion se agitdé durante 5 minutos, después se afadié Ta(OEt)s (5,37 g) en gotas a la disolucién. La disolucion
se agitd a temperatura ambiente en nitrdgeno durante 18 horas. Un total de 60 mL de esta disolucién se afiadio
después a 2-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acetato de etilo (6,37 g), y la disoluciéon se agité en
nitrégeno durante 2 horas a 100°C. La mezcla se enfri6 después a temperatura ambiente, se afiadié agua (20 mL), y
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la mezcla se agit6 durante 18 horas a temperatura ambiente. Un total de 75 mL de acido clorhidrico acuoso 0,33 N
se afnadié después, y la disolucion se calenté a 60°C durante 6 horas. La mezcla se enfri6 entonces a temperatura
ambiente, se anadieron 250 mL de amoniaco acuoso al 28%, y la mezcla se agit6 durante 5 dias. El amoniaco y el
propanol se eliminaron a presién reducida, después el material se vertié en tubos de didlisis de celulosa regenerada
de limite de PM 3.000, y se dializ6 frente a agua destilada durante 48 horas, cambiando el tampon de didlisis cada
12 horas. La disolucién se filtré después a través de filtros centrifugos de limite de PM 30.000, dando particulas con
un tamano promedio de 4,5 nm, como se midi6 por DLS.

Sintesis de nanoparticula con base de 6xido de hierro
Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético

Un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 100 mL se carg6é con 706 mg de Fe(acac)s y 20 mL de alcohol
bencilico anhidro. La disolucién se lavé con nitrdgeno y después se calentd a 165°C durante 2 horas en una
atmasfera de nitrogeno. La disolucién se enfrié entonces, y se almacend, a temperatura ambiente.

Reaccion de  2-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acetato de etilo con o6xido de hierro
superparamagnético

Una alicuota de 10 mL de nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético en alcohol bencilico (5,58 mg de
Fe/mL) se diluy6 con 50 mL de tetrahidrofurano. Se afadieron 2,00 g de 2-(4-(3-
(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acetato de etilo, y la mezcla se calenté a 60°C con agitacion durante 2
horas, seguido por enfriamiento a temperatura ambiente. Se afiadieron 50 mL de carbonato de potasio acuoso 1,0 M
después de lo cual el matraz se sell6 después y se calentd con agitacién a 60°C durante 18 horas. La mezcla se
enfrid6 después y se centrifugd, y la fase acuosa se vertio en tubos de didlisis de celulosa regenerada con limite de
PM 10.000 y se dializé frente a 4 litros de citrato sédico 10 mM durante 48 horas, cambiando el tamp6n de didlisis
cada 12 horas. El volumen final fue 94 mL, con un total de 0,416 mg de hierro por mL de disolucién. El material tenia
un tamario de particula promedio de 8,4 nm en cloruro sédico acuoso 150 mM como se mide por dispersién de luz
dindmica.

Reaccion de N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio con éxido de hierro superparamagnético

Una alicuota de 16,75 mL de nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético en alcohol bencilico (5,58 mg
de Fe/mL) se anadi6 a tetrahidrofurano para un volumen total de 94,5 mL. Esta disolucion se afadié después a un
matraz de presion, junto con 3,1 g de N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio, y la mezcla se
calenté a 50°C con agitacion durante 2 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afadié un total de 31
mL de isopropanol y 76 mL de hidroxido de amonio acuoso concentrado (28% de NHsz en agua); el matraz se sello
entonces y se calenté a 50°C con agitacion durante 18 horas. La mezcla se enfri6 y se lavé con hexanos (100 mL x
3). La fase acuosa se vertié en tubos de didlisis de celulosa regenerada con limite de PM de 10.000, y se dializ6
frente a 4 litros de citrato s6dico 10 mM durante 18 horas. La disolucién final tenia un total de 0,67 mg de hierro por
mL de disolucion. El material tenia un tamafo de particula de 9,2 nm.

Determinacion del tamario de particula y estabilidad de las nanoparticulas en agua

Las nanoparticulas del método 1 (36,2 mg) se disolvieron en 2 mL de agua DI. La disolucién se filtré a través de una
membrana de filtracién de 20 nm. El tamafo de particula promedio se midié6 como un radio hidrodindmico mediante
dispersion de luz dindmica (DLS), inmediatamente después de la etapa de filtracion. La muestra se almacené
durante 15 dias a 37°C, con monitorizacion periédica por DLS. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Tiempo (1) Tamano de particula promedio*
0 10,1 nm
5 dias 12,8 nm
15 dias 12,2 nm

*El tamano de particula promedio se midi6 a 37°C, usando DLS.
Estudios de biodistribucion de nanoparticulas

Los estudios in vivo se llevaron a cabo con ratas de Lewis macho con un intervalo de tamafo de entre 150 y 500
gramos de peso corporal. Las ratas se alojaron en alojamientos estandar con alimento y agua ad libitum y un ciclo
de luz dia-noche de 12 horas. Todos los animales usados para biodistribucion fueron de otra forma sujetos normales
no tratados.
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Las nanoparticulas se administraron como una disolucion esterilizada mediante filtro o bien en agua o en solucion
salina. La administracion se realiz6 bajo anestesia de isoflurano (4% de induccién, 2% de mantenimiento) por medio
de un catéter 26 G insertado en la vena de la cola lateral. Los volimenes de inyeccion se determinaron en base a la
concentracién de las nanoparticulas en el inyectado y el tamafo de la rata, aunque fueron generalmente menores de
10% del volumen de sangre del roedor. La dosis objetivo fue 100 mg de metal de nucleo (por ejemplo, tantalio) por
kg de peso corporal. Una vez inyectados, los animales se quitaron de la anestesia y, después de un periodo de
observacion para efectos adversos, volvieron al alojamiento normal. En un periodo posterior de tan poco como unos
pocos minutos a tan largo como 6 meses, las ratas se sometieron a eutanasia y los 6rganos de interés se
recogieron, se pesaron, y se analizaron para su contenido de metal total (por ejemplo, tantalio) mediante andlisis
ICP. Junto con los 6rganos, una muestra del material inyectado se presenté para determinar la concentracion exacta
de inyectado. Estos datos combinados determinaron el porcentaje de la dosis inyectada (“% de ID”) que queda en un
tejido de interés. Estos datos se presentaron o bien como % de ID/érgano, o % de ID/gramo de tejido. Los
experimentos se realizaron generalmente con cuatro ratas duplicadas en cada punto temporal, permitiendo la
determinacion del error experimental (+ desviacion estandar).

Tabla 2

Recubrimiento Rif6n (% de ID/6rgano) Higado (% de ID/6rgano) | Bazo (% de ID/6rgano)
Dietilfosfatoetiltrietoxisilano 4.2 +043 2,57 £0,64 0,16 £ 0,05

(PHS)

N,N-dimetil-3-sulfo-N-(3- 0,29 + 0,05 0,24 £ 0,02 ND

(trimetoxisilil)propil)propan-1-
aminio (SZWIS)

N-(2-carboxietil)-N,N-dimetil- 0,70 £ 0,47 0,33 £0,03 0,04 £ 0,01
3-(trimetoxisilil)propan-1-
aminio (CZWIS)

La Tabla 2 describe la biodistribucién de nanoparticulas fraccionadas con recubrimientos no zwitteriénicos (PHS) y
zwitterionicos (SZWIS y CZWIS) en los principales 6rganos de depuracién 1 semana después de la inyeccion V.
“ND” significa “no detectado”.

La cantidad de tantalio retenido por érgano se representa en la Tabla 2 como la fraccion de la dosis inyectada. Las
nanoparticulas recubiertas no zwitteriénicas de tamano comparable se retienen a niveles mucho mayores (casi un
orden de magnitud) que cualquiera de los recubrimientos zwitteriénicos probados.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de agente diagnostico que comprende una pluralidad de nanoparticulas en donde al menos una
nanoparticula (10) comprende:

a) un nlcleo (20) que tiene una superficie del nicleo (30) libre de silice, y

b) una carcasa (40) unidad a la superficie del nlcleo (30); en donde la carcasa (40) comprende al menos un resto
zwitteridnico funcionalizado con silano;

en donde la nanoparticula no contiene un ligando de direccion; y

en donde los restos funcionalizados con silano estan unidos al nucleo a la superficie del nacleo sin que intervenga
ninguna capa de silice.

2. La composicién segun la reivindicacién 1, en donde el nacleo (20) comprende un metal de transicion o compuesto
de metal de transicion.

3. La composicion segun la reivindicacién 2, en donde el nicleo (20) comprende un éxido de tantalio.

4. La composicion segun la reivindicacién 1, en donde el nucleo (20) comprende un material superparamagnético,
opcionalmente en donde el material superparamagnético es 6xido de hierro superparamagnético.

5. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el resto zwitterionico funcionalizado
con silano comprende un resto cargado de forma positiva, un resto cargado de forma negativa y un primer grupo
espaciador entre el resto cargado de forma positiva y el resto cargado de forma negativa, opcionalmente en donde el
grupo espaciador es un grupo alquilo.

6. La composicion segun la reivindicacion 5, en donde el resto cargado de forma positiva comprende una alquilamina
cuaternaria.

7. La composicion segun la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6, en donde el resto cargado de forma negativa
comprende un acido carboxilico desprotonado o un &cido sulfénico desprotonado.

8. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde un atomo de silicio del resto
zwitterionico funcionalizado con silano esta conectado al resto cargado de forma positiva 0 negativa por medio de un
segundo grupo espaciador, opcionalmente en donde el grupo espaciador es un grupo alquilo.

9. La composicion segun cualquier reivindicacion anterior, en donde el resto zwitterionico funcionalizado con silano
comprende un producto de hidrdlisis de un precursor tri-alcoxisilano.

10. Una composicion de agente diagndstico que comprende una pluralidad de nanoparticulas en donde al menos
una nanoparticula (10) comprende:

a) un nlcleo (20) que tiene una superficie de nacleo (30) libre de silice, y

b) una carcasa (40) unida a la superficie del nucleo (30); en donde la carcasa (40) comprende al menos un resto
zwittterionico funcionalizado con silano, y en donde el resto zwitteriénico funcionalizado con silano comprende un
producto de hidrélisis de un precursor tri-alcoxisilano, en donde el precursor tri-alcoxisilano comprende N,N-dimetil-
3-sulfo-N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio, &cido  3-(metil(3-(trimetoxisilil)propil)amino)propano-1-sulfénico,
acido 3-(3-(trimetoxisilil)propilamino)propano-1-sulfénico, 2-(2-(trimetilsilil)etoxi(hidroxi)fosforiloxi)-N,N,N-
trimetiletanaminio, 2-(2-(trimetoxisilil)etil(hidroxi)fosforiloxi)-N,N,N-trimetiletanaminio, N,N,N-trimetil-3-(N-3-
(trimetoxisilil)propionilsulfamoil)propan-1-aminio, N-((2H-tetrazol-5-il)metil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-
aminio, N-(2-carboxietil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-aminio, acido 3-(metil(3-(trimetoxisilil)propil)amino)-
propanoico, acido 3-(3-(trimetoxisilil)propilamino)propanoico, N-(carboximetil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-
aminio, acido 2-(metil(3-(trimetoxisilil)propil)amino)acético, acido 2-(3-(trimetoxisilil)propilamino)acético, acido 2-(4-(3-
(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-il)acético, acido 3-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-
il)propanoico, &cido  2-(metil(2-(3-(trimetoxisilil)propilureido)etil)amino)acético,  acido  2-(2-(3-(trimetoxisilil)-
propilureido)etil)aminoacético, o combinaciones de los mismos;

en donde los restos funcionalizados con silano estan unidos al ndcleo a la superficie del nicleo sin que intervenga
ninguna capa de silice.

11. La composicién segun la reivindicacién 10, en donde el precursor tri-alcoxisilano comprende N,N-dimetil-3-sulfo-
N-(3-(trimetoxisilil)propil)propan-1-aminio, N-(2-carboxietil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-aminio, N-
(carboximetil)-N,N-dimetil-3-(trimetoxisilil)propan-1-aminio o &cido 2-(4-(3-(trimetoxisilil)propilcarbamoil)piperazin-1-
il)acético.
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12. Una composicion segun la reivindicacion 10 o la reivindicacién 11 en donde el nicleo comprende un éxido de
tantalio.

13. La composicién segun cualquier reivindicacién anterior, en donde la nanoparticula (10) tiene un tamafno de
particula de hasta 50 nm.

14. Una composicion segun la reivindicacion 1, para usar en diagnosis.

15. Un método para hacer nanoparticulas como se define en cualquier reivindicacion anterior, comprendiendo el
método las etapas de:

a) proporcionar un nucleo (20) que tiene una superficie de nucleo (30) libre de silice; y

b) disponer una carcasa (40) unida a la superficie del nucleo (30), en donde la carcasa (40) comprende un resto
zwitteriénico funcionalizado con silano.

16. El método segun la reivindicacion 15, en donde proporcionar un nudcleo (20) comprende proporcionar un primer
material precursor, en donde el primer material precursor comprende al menos un metal de transicion.

17. El método segun la reivindicaciéon 15, en donde el disponer una carcasa (40) unida a la superficie del nucleo (30)
comprende proporcionar un segundo material precursor y hacer reaccionar el segundo material precursor con el
nucleo (20) para producir una carcasa (40) dispuesta en el nicleo (20), opcionalmente en donde el segundo material
precursor comprende un resto silano.

18. Un método para fabricar nanoparticulas que comprende:
i) un nucleo (20) que tiene una superficie del nucleo (30) libre de silice, y

i) una carcasa (40) unida a la superficie del nucleo (30); en donde la carcasa (40) comprende al menos un resto
zwitterionico funcionalizado con silano; y en donde los restos funcionalizados con silano estan unidos al nicleo a la
superficie del nlcleo sin que intervenga ninguna capa de silice;

comprendiendo dicho método las etapas de:
a) proporcionar un nucleo (20) que tiene una superficie de nicleo (30) libre de silice; y

b) poner en contacto el ndcleo con un tri-alcoxisilano organofuncional, en donde el tri-alcoxisilano organofuncional
contiene al menos un resto zwitteriénico o un precursor de un resto zwitteriénico.

19. Un método de formacion de imagenes de un sujeto que comprende la formacién de imagenes del sujeto con un
dispositivo diagndstico, en donde el sujeto se ha administrado previamente con una composicion de agente
diagnéstico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

20. Un método segun la reivindicacién 19, en donde el dispositivo es un dispositivo de rayos X.
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