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Nanoparticulas modificadas con derivados alcoxi-silanos

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se encuentra dentro del campo de la medicina (Nanomedicina), de la
quimica y de la bioquimica, y se refiere a una nanoparticula superparamagnética,
preferiblemente de 6xido de hierro (SPION) obtenida por descomposicion térmica, modificada
superficialmente mediante un intercambio de ligando con dos derivados alcoxi-silanos de
manera simultanea. La presente invencion se refiere también a las composiciones, al

procedimiento de modificacion de la nanoparticula 'y a sus usos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El fenédmeno de la resonancia magnética nuclear (RMN) sucede debido a que los nucleos de
distintos atomos absorben diferentes energias en el dominio de radiofrecuencia, resonando a
concretas frecuencias cuando el campo magnético aplicado se cambia periédicamente. El
hidrogeno es uno de los elementos mas apropiados para el fendmeno de la resonancia
magnética nuclear, y es el elemento mas comun contenido en el cuerpo humano. Por estos
motivos, la imagen por resonancia magnética es capaz de proporcionar imagenes de gran
resolucién de tejidos blandos con informacién anatémica detallada. Las imagenes se obtienen
situando al sujeto en un campo magnético y observando las interacciones entre los espines
magnéticos de los protones de agua del sujeto y la radiofrecuencia de radiacion aplicada. La
imagen se resuelve aplicando gradientes de campo magnético ortogonales que en ultima
instancia codifican espacialmente las tres coordenadas de cada pixel de la imagen. Los
espines magnéticos de la muestra liberan la energia adquirida durante la excitacién, como un
campo magnético oscilante de forma exponencialmente decreciente que induce una pequena
corriente en una bobina receptora. Dos parametros, llamados tiempos de relajacion del protdn,
son de una importancia fundamental en la generacion de la imagen: T1 (tiempo de relajacion
longitudinal) y T2 (tiempo de relajacién transversal). T1 o tiempo de relajacién de espin-red
representa la transferencia de energia entre los espines del proton observado y la red
circundante, y T2 o tiempo de relajacién espin-espin es la transferencia de energia entre
diferentes espines o protones. Un parametro adicional, llamado tiempo de relajacion T2%,
resulta también necesario para describir apropiadamente el decaimiento total de la induccién
magnética. Este decaimiento incluye, tanto el decaimiento del T2, como los procesos
adicionales de desfase causados por la inevitable falta de homogeneidad en el campo
magnético que producen, variaciones en la susceptibilidad magnética local. Por esta razén, T2*

es siempre mas breve que T2. La sefal de resonancia magnética (MR) detectada incluye, por
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tanto, una combinacion de tiempos de relajaciéon T1, T2 y T2*, asi como la contribucidén de la

densidad del proton.

Una ventaja de esta técnica es que no emplea radiacion ionizante, aportando imagenes de
gran calidad sin exponer al paciente a ningun tipo de radiacién perjudicial. Sin embargo, los
contrastes de RMN endogenos e inherentes son, en muchos casos, insuficientes para resolver
adecuadamente pequenas lesiones anatdmicas o caracterizar adecuadamente la fisiologia de
los tejidos. Por esta razdn, se han desarrollado series especificas de agentes exdégenos para
potenciar los componentes T1, T2 o T2* de la imagen, respectivamente. Aunque se han
realizado importantes avances en agentes potenciadores de T1 y T2, se sabe mucho menos
sobre la investigacion de la potenciacién de T2* que podria hacer posible la imagen de la

perfusion tisular y tumoral con una resolucion y sensibilidad muy aumentadas.

Los agentes de contraste para la imagen por resonancia magnética (IMR) se dividen en dos
clases generales de materiales activos magnéticamente: Materiales paramagnéticos vy
superparamagnéticos o ferromagnéticos. Los agentes de contraste paramagnéticos incluyen
sustancias basadas en pequefos quelatos de gadolinio (lll) (Gd-DTPA, Gd-DTPA-BMA, Gd-
DOTA, Gd-DO3A) [E. Toth et al., 2001. The Chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic
Resonance Imaging, John Wiley & Sons, 45], y los agentes de contraste superparamagnéticos
se basan en nanoparticulas (NPs) con nucleo de 6xido de hierro (Fe;O4, Fe,0;) de tamafio muy
reducido (<10 nm, USPIO-ultrasmall superparamagnetic iron oxide particles) o reducido (<100
nm, SPIO-superparamagnetic iron oxide) [Kharissova O.V. et al.,, 2013. RSC Advances 3,
22648-22682].

Los agentes paramagnéticos inducen un aumento en la intensidad de imagen RM en
secuencias ponderadas en T1 (potenciacidbn de contraste positiva), y los agentes
superparamagnéticos inducen un descenso en la senal de resonancia magnética en
secuencias ponderadas en T2 (potenciacién de contraste negativa). La sensibilidad vy
especificidad de ambos tipos de agentes es muy distinta. Mientras que los quelatos de
gadolinio tienen una relajatividad que requiere concentraciones milimolares del compuesto en
el tejido objetivo, las NPs superparamagnéticas, debido a su mayor peso molecular, son

efectivas en rangos micromolares o nanomolares.

Los materiales nanoestructurados superparamagnéticos fueron desarrollados como agente de
contraste para IRM ya que su estructura a nanoescala modificaba profundamente el tiempo de
relajacion de los protones potenciando de este modo la sensibilidad del diagnostico IRM.
Ademas mediante modificaciones en la superficie de las NPs con vectores especificos
biolégicamente activos, como anticuerpos monoclonales o policlonales o sistemas avidina-

biotina, puede incrementarse también la especificidad del diagnostico IRM.
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La calidad de las particulas usadas como agente de contraste de IRM esta determinada por las
propiedades magnéticas del nucleo del material, la distribucién del tamano de la particula, la
superficie de carga de la particula, la estabilidad en disolventes casi neutrales o suero
fisiologico, asi como las propiedades quimicas y funcionales de moléculas inmovilizadas en la
superficie. Ademas, el comportamiento farmacocinético constituye un determinante importante
en aplicaciones de imagen por resonancia magnética, ya que el agente idealmente deberia
permanecer en el tejido diana solo durante el examen IRM, y ser rapidamente eliminado

después, sin acumularse en ninguna parte del cuerpo.

Los productos comerciales se sintetizan por coprecipitacién (tamano del nucleo de 5-10 nm) en
medio acuoso. Este método de sintesis simple y sostenible produce NPs magnéticas no toxicas
(MNP) de pequefio tamano (<10nm), que se pueden mantener facilmente en suspensién
coloidal, pero que presentan distribuciones significativamente grandes (>20%). El tamano
hidrodindmico y la naturaleza quimica del recubrimiento influyen en la distribucién de MNP y
por tanto en el érgano o tejido de acumulacién. Las nanoparticulas SPIO recubiertas de
dextrano (Feridex) y Carboxydextrano (Resovist®) con tamafos hidrodinamicos superiores a
100 nm han sido utilizadas para imagen de higado, mientras que las nanoparticulas USPIO con
tamanos hidrodinamicos inferiores a 50 nm han sido utilizadas para angiografias y aplicaciones
de permeabilidad de tumores. Sin embargo, los recubrimientos de dextrano o carboxydextrano
dan lugar a una unién significativa y no especifica por absorcién de esas particulas a las
superficies vasculares y de tejidos, limitando la eliminacion efectiva de estas particulas una vez
que el estudio por imagen se ha realizado siendo requeridos tiempos de espera relativamente
largos hasta una completa eliminacién y eventual readministracion. Por estos motivos la
produccion y caracterizacion de NPs magnéticas con escasa adherencia tisular y vascular que
favorezcan una rapida eliminacién y una baja acumulacion tisular presentan actualmente una

gran relevancia.

Los procedimientos de elaboracion de agentes de contraste de tipo T2 estan descritos en la

literatura.

Un protocolo apropiado para producir NPs magnéticas de 6xido de hierro comprende la co-
precipitacién de sales férricas y ferrosas en un medio alcalino en ausencia o presencia de
surfactantes. Las NPs asi obtenidas tienen un nucleo con un diametro comprendido entre 1y
50 nm.

El recubrimiento de las NPs magnéticas con polimeros biocompatibles o copolimeros se lleva a
cabo a través de union covalente por activaciéon de las NPs con carbodiimida. Las NPs con una
estructura de nucleo con recubrimiento tienen un diametro hidrodinamico comprendido entre 1

y 150 nm.
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El superparamagnetismo es una propiedad fisica que sblo se presenta en NPs de MFe,O,
(M=Fe, Co, Mn) con tamanos inferiores a 20-30 nm. La obtencién eficiente de este tipo de NPs
inorganicas con un tamano, forma, homogeneidad y cristalinidad adecuada se consigue
empleando métodos de sintesis basados en la descomposicién térmica de sus precursores
organicos de hierro, y requieren del uso de disolventes organicos, surfactantes y temperaturas
elevadas. Sin embargo, las NPs superparamagnéticas de &xido de hierro (SPIONs,
Superparamagnetic iron oxide nanoparticles) generadas por estos métodos son hidrofébicas, al

estar recubiertas de ligandos surfactantes, y por tanto estables en disolventes apolares.

Con objeto de utilizar estas SPIONs hidrofdbicas en cualquier aplicacién industrial y clinica es
necesario hacerlas hidrofilicas, especialmente en aquellos casos en los que su uso tenga lugar
necesariamente en medios acuosos (como son las orientadas a biologia, biotecnologia y
biomedicina). Uno de los métodos mas empleados para cambiar la solubilidad de estas NPs
son los de “Intercambio de Ligando”, los cuales se basan en la sustitucion de los ligandos
hidrofobicos de su superficie por otros ligandos que poseen un extremo reactivo con la
superficie de la particula y otro extremo con grupos hidrofilicos [De Palma et al., 2007. Chem.
Mater. 19, 1821-1831]. Generalmente, este método se lleva a cabo afadiendo un exceso del
nuevo ligando a una disolucién muy diluida de la NPs en un determinado disolvente organico,
lo que provoca un desplazamiento del ligando hidrofobico original por gradiente de
concentracién. Algunos de los ligandos mas usados para el intercambio de ligando suelen
contener grupos acido carboxilico (ej. Citrato) [Lattuada M. et al., 2007. Langmuir 23, 2158-
2168], fosfonato o bifosfonato [Sandiford L. et al., 2013. ACS Nano 7, 500-512], alcohol (ej.
Dextrano) [Lopez-Cruz A. et al., 2009, J. Mater. Chem. 19, 6870-6876], o catecol (ej.
Dopamina) [Lak. A. et al., 2013. Nanoscale 5, 11447-11455], etc. en uno de sus extremos, los
cuales permiten al nuevo ligando quedar adsorbido quimicamente sobre la superficie de la
particula formando una capa protectora. Sin embargo, la estabilidad acuosa de las SPIONs
resultantes con estos ligandos es bastante limitada en el tiempo, especialmente en medios
bioldgicos, debido principalmente a que esta “adsorcion quimica” es una unién no covalente y
los ligandos son facilmente desorbidos de la superficie de la particula en funcién de su
constante de disociacion (es decir, desplazados progresivamente por otras moléculas del
medio que les rodea). Ademas, las SPIONs obtenidas de esta manera pueden perder cualquier
funcionalizacion a la que hayan sido sometidas durante el proceso de sintesis, ya que este tipo
de unién no covalente puede verse afectada (comprometida) por las condiciones en las que
tiene lugar la reaccidn y/o en los procesos requeridos para su purificacion (especialmente en el
caso del uso de columnas Sephadex®), que induzcan la separacién de moléculas asociadas a

la particula, necesarias para su correcta funcion (clinica, biotecnolégica, industrial, etc.).
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Con el objetivo de mejorar las propiedades de contraste T2-MRI y el tiempo en circulacién de
las SPIONs, y al mismo tiempo mantener una excelente estabilidad estructural y coloidal de las
NPs, se propuso la modificacion superficial de las SPIONs obtenidas por descomposicién
térmica con al menos dos derivados alcoxi-silano simultaneamente. En particular, la presente
invencion describe como el uso de una combinacion de 60 % de Si(OCH2CH3)4 (TEOS) y 40
% de NH2-(CH2)3-Si(OCH2CH3)3 (APTES), para la modificacion superficial de estas SPIONs
hidrofébicas, y su posterior PEGilacién, permite generar particulas con mejores propiedades de
contraste T2-MRI que sus antecesoras obtenidas s6lo con APTES (100%). Las SPIONs
PEGiladas producidas por este método mantienen buenas propiedades de estabilidad
estructural y coloidal, baja citotoxicidad y facilidad de funcionalizacién posterior. Estos
resultados ejemplifican el punto anterior (la utilidad y potencial de usar mezclas de alcoxi-
silanos para proporcionar nuevas propiedades fisico quimicas a las NPs, manteniendo e
incluso mejorando su estabilidad coloidal y estructural) y abren la puerta a una nueva estrategia
para la modificacion superficial de SPIONs, con capas delgadas de silica, para el desarrollo y
optimizacién de estas NPs para un alto numero de aplicaciones, tanto en diagnostico de cancer

como en su terapia.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. llustracion esquematica de la sintesis de SPIONs estables estructural y

coloidalmente. Tanto las moléculas como las NPs no estas dibujadas a escala.

Figura 2. Imagenes de TEM de las NPs (A) SPION-OA, (B) SPION-TEOS/APTES y (C)
SPION-TEOS/APTES-PEG.

Figura 3. Estabilidad coloidal de NPs SPION-TEOS/APTES en disolucién tampon MES a pH
6.0 (A) y de SPION-TEOS/APTES-PEG en agua (C). (B) Variacion del tamafo hidrodinamico
de las NPs SPION-TEOS/APTES en agua o 0.25 M PBS (pH 7.4) 0 0.05 M MES (pH 6.0) o 30
mg/mL BSA en 0.25 M PBS (pH 7.4) con el tiempo durante 5 dias. (D) Igual que (B) para las
NPs SPION-TEOS/APTES-PEG con el tiempo durante 7 dias.

Figura 4. (A) FTIR y (B) TGA de las NPs SPION-OA (negro), SPION-TEOS/APTES (azul) y
SPION-TEOS/APTES-PEG (rojo). (C) XPS de NPs SPION-APTES (negro) y SPION-
TEOS/APTES (rojo). (D) Variacion del Zeta-potencial en funcion del pH para NPs SPION-
APTES-PEG (negro) y SPION-TEOS/APTES-PEG (rojo).

Figura 5. (A) Analisis VSM de las NPs SPION-OA (negro), SPION-APTES (azul) y SPION-
APTES-PEG (rojo). (B) Imagenes de phantom de MRI mostrando el contraste positivo (T1) y
negativo (T2) producido por las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG y/o las SPION-APTES-PEG a

las concentraciones indicadas a un campo magnético de 9.4 T.

Figura 6. Citotoxicidad de las células HepG2 tratadas con las NPs SPION-APTES/TEOS-PEG.
(A) Imagenes representativas de la linea celular HepG2 tratada con las concentraciones
indicadas de NPs SPION-APTES/TEOS-PEG durante 48 horas y mostrando las células totales
(tincion azul) y las células muertas (tincidn amarilla). Escala = 0.05 cm. (B) Numero total de
células en cultivo tratadas con las concentraciones indicadas de NPs durante 24 y 48 horas.
(C) Numero total de células muertas en cultivo analizadas en B. (D) Porcentaje de células

muertas en las mismas células analizadas en B.

Figura 7. (A-L) Imagenes T2W representativas obtenidas a partir de los ratones antes y
después de la administracién intravenosa de 9-11 mg Fe-Kg-1 de SPION-APTES-PEG (A-F) y
SPION-APTES/TEOS-PEG (G-L) a los tiempos indicados. Las dos imagenes trasversales del
animal en cada tiempo muestran determinados érganos. (M-N) Ratios del tiempo de
relajatividad T2 en los diferentes tejidos medidos a partir de los mapas de MRI tras la inyecciéon
intravenosa de NPs SPION-APTES-PEG (M) y SPION-APTES/TEOS-PEG (N). (O) Ratio del
tiempo de relajatividad T2 en la médula renal — musculo a los tiempos indicados tras la
administracién i.v. de NPs SPION-APTES-PEG y SPION-APTES/TEOS-PEG.
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Figure 8. Imagenes T2W representativas, con codigo de colores, obtenidas antes y después de
la administracién i.v. de 9-11 mg Fe-Kg-1 en ratones tanto de NPs SPION-APTES-PEG (A)
como SPION-TEOS/APTES-PEG (B) a los tiempos indicados. (C) Ejemplo de imagen T2W

resaltando las diferentes areas medidas en el rifion (ROIs).

Figura 9. (A) Espectro UV-visible de NPs SPION-TEOS/APTES-PEG-Cy5 (rosa), SPION-
TEOS/APTES-PEG (rojo), SPION-TEOS/APTES (azul) y un blanco como muestra control
(negro) tratado con ninhidrina. (B) llustracién esquematica de las funcionalizacion de las NPs
SPION-TEOS/APTES-PEG con Cy5-NHS éster. (C) Espectro UV-visible de absorcién de las
NPs SPION-TEOS/APTES-PEG-Cy5 (rosa), SPION-TEOS/APTES-PEG (rojo) y Cy5 libre
(verde). (D) Imagen de phantom de Fluorescencia mostrando la emision de las NPs SPION-
TEOS/APTES-PEG antes y después de funcionalizadar con Cy5 (Aex = 600 nm y Aem = 700

nm).

Figura 10. Representacién de algunos derivados alcoxi-silanos que pueden ser utilizados para

la modificacion quimica de distintas superficies.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han desarrollado un método para la solubilizaciéon en
agua de nano particulas, preferiblemente SPIONs obtenidas por descomposiciéon térmica, que
se basa en un intercambio de ligando con al menos dos derivados alcoxi-silanos
simultdneamente en una proporcién determinada como por ejemplo, pero sin que represente
una limitacion, 60% TEOS y 40% APTES, y su preferible posterior PEGilacion mediante una
reaccion de amidaciéon con un derivado de polietilenglicol (a-Metoxi-w-carboxi PEG). Las nano
particulas, preferiblemente PEGiladas, generadas de esta forma presentan mejores
propiedades de contraste T2-MRI y mayor tiempo en circulacidn que sus antecesoras
obtenidas sélo con APTES (100%). Las NPs, preferiblemente PEGiladas, producidas por este
método mantienen excelentes propiedades de estabilidad estructural y coloidal, baja
citotoxicidad y facilidad de funcionalizacién posterior. Estos resultados abren la puerta a una
nueva estrategia para la modificacién superficial de nano particulas, con capas delgadas de
silica, la cual permite el desarrollo y optimizacion de estas nano particulas para determinadas
aplicaciones, tanto en el diagnéstico de cancer como en su terapia, asi como para otras
aplicaciones cosméticas, industriales, biotecnolégicas, etc., como por ejemplo pero sin

limitarnos a, catalisis, detoxificacion, descontaminacion, purificacion biomoléculas, células, etc.
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NANOPARTICULA DE LA INVENCION

Por tanto, un primer aspecto de la invencidon se refiere a una nanoparticula (NP),
preferiblemente SPIONs obtenidos por descomposicion térmica, que comprende al menos dos

derivados alcoxi-silanos diferentes.

Las NPs pueden ser de cualquier nanomaterial inorganico, preferiblemente obtenido por
“descomposicion térmica”, como por ejemplo, pero sin limitarnos a, NPs magnéticas (ejemplo,
MFe,O, con M=Fe, Co, Mn), fluorescentes (ejemplo, Quantum dots), fosforescentes (ejemplo,
tierras raras: NaYbF,), de metales nobles (Oro, Plata, Platino, etc.), etc. Preferiblemente, las
NPs son SPIONs.

En esta memoria se entiende por “descomposicidén térmica” al procedimiento de sintesis de
nanocristales o NPs inorganicas con un tamano controlado y una distribucion homogénea de
NPs a través de la descomposicidén térmica de compuestos organometalicos, en disolventes
organicos de alto punto de ebullicibn que contienen tensioactivos estabilizadores. La
descomposicién térmica permite un elevadisimo grado de control en el tamarnio y diferencia de
tamarnos en las NPs, lo que da lugar a un comportamiento muy homogéneo en cuanto a sus

caracteristicas fisicoquimicas. Esto es importante para trasladar las NPs a la practica clinica.

En esta memoria se entiende por “derivados alcoxi-silanos” a los compuestos quimicos
derivados del silicio que se caracterizan por la presencia de radicales Si-O-C (alcoxi).
Preferiblemente, se entienden como derivados alcoxi-silanos cualquier compuesto que tenga al
menos un grupo silicio hidrolizable, OR, que se reticula mediante “policondensacién del silano”
en presencia de humedad. Mas particularmente, la presente invencién se ilustra a través de la
utilizacién de los siguientes dos “derivados alcoxi-silanos” simultaneamente: Si(OCH2CH3)4
(TEOS) y NH2-(CH2)3-Si(OCH2CH3)3 (APTES).

De forma no limitante una posible formula de derivados alcoxi-silanos utiles en la presente

invencion se ilustra a continuacion:
RmSiX(4-n)

donde R es un grupo quimico seleccionado de la lista que consiste en: un grupo alquilo,
alquenos, alquinos, aromaticos, alcéxidos, organofuncionales o cualquier combinacién de los
mismos; preferiblemente R es un grupo organofuncional o funcional, preferiblemente un grupo
amino, unido a un grupo alquilo C1 a C20, mas preferiblemente C1 a C10, mas preferiblemente
C1 a C6, mas preferiblemente C1 a C3, mas preferiblemente C2. Preferiblemente R es un

grupo amino unido a un grupo C3 o a un alcoxi del tipo metoxi- o etoxi;

donde m puede ser0, 1,2 6 3;
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donde n representa un numero natural entre Oy 3; y
donde X representa un grupo alcéxido, preferiblemente un metoxi- o un etoxi-.

En la presente invencion se entiende por grupo “organofuncional” o “funcional” &t sitio en gue ia
mayoria de las reacciones guimicas fienen lugar. Al respecto af dobls enlace en los alquenns v
s friple enlace en los  alguing  se consideran tambign  comoe  grupes  funcionales.
Los principales grupos funcionales s seleccionan de g Hsts que consiste en aloanos,
alguenos, alquines, sleoholas, éteres, aldehidoes, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres, aminas,

amidas v cualguier combinacion de los mismos,

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la NP de invencién se modifica
superficialmente con dos derivados alcoxi-silanos mediante un procedimiento de intercambio
de ligando. En esta memoria se entiende por “intercambio ligando” al cambio quimico que
ocurre cuando un ligando X es desplazado por otro Y, siendo un ligando una molécula unida

quimicamente a una NP.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la NP de la invencidn es

magnética, y mas preferiblemente super-paramagnética.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, la NP magnética consiste en uno o0 mas de los
siguientes componentes: i) un nucleo inorganico que contiene uno o mas de los elementos
seleccionados entre metales de transicién, incluyendo pero no limitado a hierro, cobalto,
manganeso, cobre y magnesio; o ii) un nucleo inorganico compuesto por una aleacién que
contenga elementos seleccionados entre metales de transicién, incluyendo pero no limitado a

hierro, cobalto, manganeso, cobre y magnesio.

En una realizacion particular de la invencidén el nucleo inorganico de la NP magnética es
seleccionado del grupo formado por 6xido de hierro, ferrita de cobalto, ferrita de manganeso,

ferrita de magnesio y sus combinaciones.

En una realizacion mas particular de la invencion, el nucleo inorganico de la NP magnética es

6xido de hierro.

La NP obtenida por descomposicion térmica que es hidrofébica es convertida en hidrofilica por
un proceso de modificacién superficial basado en un intercambio de ligando con dos derivados
alcoxi-silanos simultaneamente. Por tanto, en una realizacién preferida de este aspecto de la

invencion, la NP de la invencién es hidrofilica.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los derivados alcoxi-silanos se
seleccionan de la lista que consiste en: Tetraetilortosilicato (TEOS), 3-aminopropil-trietoxisilano

(APTES), 3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS), 3-mercaptopropil trietoxisilano (MPTES), 3-
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mercaptopropil trimetoxisilano (MPTMS), 3-Glicidoxipropil trietoxisilano, 3-Glicidoxipropil
trimetoxisilano, 3-Cianatopropil trieoxisilano (CPTES), 3-Cianatropropil trimetoxisilano
(CPTMS), 3-Azidatopropil trietoxisilano, 3-Azidatopropil trimetoxisilano, trimetoxi PEG silanos y

a-silano-w-metoxi polietilenglicol, o derivados o analogos.

En ofra realizacibn mas preferida de este aspecto, la NP de la invencidon comprende dos
derivados alcoxi-silanos que se seleccionan de entre: Tetraetilortosilicato (TEOS) y 3-
aminopropil-trietoxisilano (APTES), y mas preferiblemente en una proporcion 60% TEOS y 40%
APTES o en otras proporciones préximas a dicha proporcién 60/40 TEOS/APTES tal y como
son cualquier proporcion +/- 20% de dicha proporcion 60/40, tales como proporciones 40/60 6

80/20 y cualquier otra proporcion intermedia entre estos dos valores.

Preferiblemente, las NPs de la invencidn se caracterizan por presentar un tamafno medio de
particulas inferior a 50 nm, mas preferiblemente inferior a 30 nm, preferentemente tienen un

tamarno medio comprendido entre 5y 25 nm, y aun mas preferentemente entre 10 y 20 nm.

Por “tamarfio medio”, o “diametro medio” se entiende el didmetro promedio de la poblacién de
NPs dispersa en un medio acuoso. El didmetro medio de estos sistemas se puede medir por
procedimientos estandar conocidos por el experto en la materia, y que se describen, por

ejemplo, en los ejemplos mas abajo.

Existen varios procedimientos para mejorar la solubilidad de las NPs. El control en la
solubilizacién es dificil de conseguir para que las NPs permanezcan suficientemente estables
en el tiempo. A la NP en la que se ha hecho el intercambio de ligando con los alcoxi-silanos,
todavia se le puede incrementar la estabilidad coloidal (evita la formacién de agregados). Por
tanto, necesita incorporar grupos que mejoren la solubilidad. De esta forma, en una realizacion
preferida, las NPs de la invencion estan PEGiladas. Mas preferiblemente, con el derivado de
polietilenglicol a-Methoxy-w-carboxy PEG. Mas preferiblemente, la PEGilacion se realiza

mediante una reaccién de amidacién.

COMPQOSICION DE LA INVENCION

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una composicién, de ahora en adelante

composicion de la invencion, que comprende la NP de la invencién.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicidon de la invencién es
una composicion farmacéutica, mas particularmente para el diagnéstico médico in vivo. En otra

realizacién preferida, la composicién es una composicién cosmética.
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Las NPs de la invencién pueden tener multiples aplicaciones, como por ejemplo, pero sin

limitarnos a, aplicaciones industriales, biotecnolégicas, etc.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden formularse para su
administraciéon a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en
una variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Asi, las composiciones
farmacéuticas de la invencidén incluyen, pero sin limitarse a, cualquier composicién liquida
(suspensién del sistema incluyendo las NPs en agua o en agua con aditivos tales como
viscosizantes, tampones de pH, etc.) o sélida (el sistema incluyendo las NPs liofilizadas o
atomizadas formando un polvo que se puede utilizar para elaborar granulados, comprimidos o
capsulas) para su administracion bien por via oral, bucal o sublingual, bien tdpica, o bien en
forma liquida o semisdlida para su administracion por via transdérmica, ocular, nasal, vaginal o
bien parenteral. En el caso de las vias no parenterales el contacto de las NPs con la piel o
mucosas podra mejorarse dotando a las particulas de una importante carga positiva, lo que
favorecera su interaccidén con las citadas superficies cargadas negativamente. En el caso de
las vias parenterales, mas en concreto para la administracién intravenosa, estos sistemas
ofrecen la posibilidad de modular la distribucién in vivo de los farmacos o moléculas que
puedan llevar asociadas. Pueden ser también suspensiones en fluidos bioldgicos, tales como el
suero. Las suspensiones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y pueden tener
componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para
modular la fuerza idnica, conservantes, incluyendo, pero sin limitarse a, agentes microbianos,
antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y
minerales. Las composiciones pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes,
incluyendo pero sin limitarse a; aglutinantes tales como celulosa micro-cristalina, goma
tragacanto, o gelatina; excipientes tales como almidén o lactosa; agentes dispersantes tales

como acido alginico o almidén de maiz, etc.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la composicién de la invenciéon
ademas comprende al menos un compuesto 0 molécula biolégicamente activa, un agente

terapéutico o farmaco, o un agente marcador.

La expresion "molécula biolégicamente activa" tiene un sentido amplio y comprende moléculas
tales como farmacos de alto, 0 mas preferentemente, de bajo peso molecular, polisacaridos,
proteinas, péptidos, lipidos, oligonucleétidos y acidos nucleicos, asi como combinaciones de
las mismas. En una variante de la invencién la molécula biolégicamente activa tiene como
funcién prevenir, paliar, curar o diagnosticar enfermedades. En ofra variante de la invencion la

molécula biolégicamente activa tiene una funcion cosmética.

En esta memoria el término "molécula biolégicamente activa" incluye también los términos

“principio activo”, “substancia activa®’, “substancia farmacéuticamente activa”, “ingrediente
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activo”, “agente terapéutico”, “farmaco”, “agente o molécula con fines diagnosticos in vivo”, o
“ingrediente farmacéuticamente activo”, es decir, significa cualquier componente que
potencialmente proporcione una actividad farmacoldgica u otro efecto diferente en el
diagnéstico, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencién de una enfermedad, o que afecta a la
estructura o funcién del cuerpo del hombre u otros animales. Incluye también a los cosméticos,

diagnésticos asi como los industriales (enzimas, moléculas quelantes, etc.).

Las NPs de la invencion también pueden comprender otras moléculas bioldgicamente activas y

otros agentes, para usos industriales, como por ejemplo enzimas y agentes quelantes

Adicionalmente, la NP de la invencion puede comprender mas de una molécula biolégicamente

activa distinta.

Dicho principio o principios activos adicionales pueden estar incluidos en el sistema para el
transporte de moléculas biologicamente activas de la invencién o formar parte de la

composicion farmacéutica de la invencion sin ser parte del sistema de transporte.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la composicién de la invenciéon

ademas comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable.

USO DE LA NANOPARTICULA DE LA INVENCION Y DE LA COMPOSICION DE LA
INVENCION

En funcion de la capa de silano y su composicién, las propiedades de la NP pueden variar, con
distintos niveles de capacidad diagnéstica in vivo y terapéutica, asi como con distintas
aplicaciones biotecnoldgicas, industriales, etc. Se hace notar que tanto la nanoparticula de la
invencién y como la composicion farmacéutica de la invencion son utiles para el diagndsitico y
la terapia, en particular para el diagnostico in vivo.

Asi, un tercer aspecto de la invencién se refiere al uso de la NP de la invencion o de la
composicién de la invencién, en la elaboracién de un medicamento, o alternativamente, a la
nanoparticula de la invencion o la composicion de la invencidn para su uso como medicamento
o0 como agente util en el diagnéstico in vivo.

Adicionalmente, las NPs de la invencién pueden servir como vehiculos de principios activos.

Por tanto, otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de la NP o

de la composicién de la invencién en la administracion de principios activos.

Ademas, puede servir para realizar mediciones de la perfusién en el tejido normal y en

patologias que afectan al sistema vascular, como la isquemia tisular, o a otros sistemas, como
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neurodegeneracion, inflamacién, edema o cancer, en animales 0 humanos por medio de

resonancia magnética.

Por tanto, otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de la
nanoparticula o de la composicién de la invencién en el digndstico in vivo por resonancia

magnética nuclear.

METODO DE LA INVENCION

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un método para la sintesis de las NPs de la

presente invencién que comprende:
1. Sintesis de NPs hidrofébicas, preferiblemente SPIONs hidrofébicas.

A modo meramente ilustrativo se hace notar que dichas SPIONs de, por ejemplo 10 nm,
esféricas, monodispersas e hidrofdébicas, se pueden producir por el método de
“descomposicion térmica” descrito por Park et al. [Park J. et al., 2004. Nat. Mater. 3, 891-895].
Se hace notar que existen distintas variantes del método de sintesis de SPIONs por
“Descomposicion Térmica” y que se basan fundamentalmente en el uso de otros precursores

organicos de hierro. Aunque también pueden cambiar el disolvente y los surfactantes usados.
Una lista de dichos posibles precursores organicos de hierro seria por ejemplo la siguiente:

-complejos de hierro con acidos grasos (en nuestro caso, usamos el “Oleato de hierro

(1),

-Acetilacetonato de hierro (lll),
-Carboxilato de hierro (lll),

-Complejo de Colinacitrato-hierro (I11),
-complejo de cupferrén-hierro(lll), y
-pentacarbonilo de hierro.

Por otro lado, existen otros métodos de Sintesis que generen SPIONs hidrofébicas distintos al
método de Descomposicion Térmica o cualquiera de sus variantes. En este sentido, dichas

metodologias se incluyen en la presente memoria.

2. Sintesis de NPs, preferiblemente SPIONs-derivados de alcoxisilanos de silicios a

partir de las NPs del paso 1 o de otras NPs idénticas o similares con dos 0 mas alcoxi-
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silanos, preferiblemente a través de un procedimiento de intercambio de ligando

ejecutado simultaneamente.

Preferiblemente para la sintesis de estas particulas se anade la combinacién de alcoxi-silanos
de interés a las SPIONs suspendidas en un medio oleoso. Por ejemplo, 0.15 % (v/v) de TEOS
(300 uL), 0.10 % (v/v) APTES (200 pL), y 0.01 % (v/v) de acido acético (20 pL) se le afadieron
a 40 mg of SPION-OA suspendidas en 200 mL de n-hexano. Esta mezcla se agit6é orbitalmente
durante 72 h a temperatura ambiente para permitir el desplazamiento progresivo de las
moléculas de acido oleico en las SPION-OA por los 2 derivados alcoxi-silano usados (TEOS y
APTES). Las NPs resultantes (SPION-TEOS/APTES) son insolubles en n-hexano y por tanto
precipitan cuando el proceso de intercambio de ligando se ha completado. Estas NPs se
separaron con la ayuda de un iman de neodinio y se lavaron tres veces con 50 mL de n-hexano
para eliminar el exceso de TEOS y APTES y de cualquier otro reactivo sin reaccionar.
Finalmente, las particulas se secaron a 60 °C y al vacio durante 48 h, para permitir la completa

condensacién de los alcoxi-silanos ligados a la superficie de la NP.
3. Opcionalmente, se lleva a cabo una PEGilacién de las NPs obtenidas en el paso 2).

A modo meramente ilustrativo, una vez sintetizadas las SPIONs del paso 2) se procede a la
PEGilacién de dichas NPs. A modo meramente ilustrativo este paso se puede llevar a cabo
suspendiendo las SPION-TEOS/APTES (30 mg) del paso 2) en 10 mL de agua ultrapura. Por
otro lado, se mezclaron 2 kDa CH30O-PEG-COOH (180 mg), EDC-HCI (20 mg) y NHS (12 mg)
en 10 mL de MES 0.1 M MES (pH 6), y se incubaron a temperatura ambiente para permitir la
activacién de los grupos acido carboxilico del PEG. Una vez transcurrido el tiempo de
activacion, se mezclaron ambas disoluciones y se dejaron reaccionar durante 2-3 horas a
temperatura ambiente y con agitacion magnética. Después, las NPs se purificaron mediante

didlisis frente a agua ultrapura usando una membrana de 12-14 KDa (cut-off); y opcionalmente
4. Funcionalizacién de las NPs del paso 3) o del paso 2).

A modo meramente ilustrativo, una vez sintetizadas las SPIONs del paso 3) se procede a su
funcionalizacion, por ejemplo, pero sin limitarnos a, cianina-5. Asi, se disolvieron Cy5-NHS
éster (2 mg) en 200 yL de DMSO y se afiadieron lentamente a 14 mg of SPION-TEOS/APTES-
PEG disueltas en 800 uL de PBS 0.25 M pH 8.0. La mezcla se dejé reaccionar en ausencia de
luz y con agitacién orbital durante 4 h a 4° C para permitir la unién del Cy5 a los grupos amino
de la superficie de las NPs. Después, las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG-Cy5 se purificaron

usando una columna Sephadex G-25 y una disolucion de PBS pH 7.4 como fase movil.

Los inventores de la presente invencidn, muestran en los ejemplos incluidos en la presente
memoria que las SPION PEGiladas generadas por el método descrito anteriormente presentan

mejores propiedades de contraste T2-MRI y mayor tiempo en circulacion que sus antecesoras
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obtenidas sélo con APTES (100%). Ademas, las SPIONs PEGiladas producidas por este
método mantienen buenas propiedades de estabilidad estructural y coloidal, baja citotoxicidad y

facilidad de funcionalizacién posterior.

KIT O DISPOSITIVO Y USOS

Algunos nanosistemas, como las NPs de la invencion, permiten el desarrollo nanotecnolégico
de nuevas, prometodoras y fascinantes posibilidades en el diagnéstico y tratamiento médico.
Los nanodispositivos utilizados como agentes de contraste en el diagnéstico médico por
imagen (especialmente, en IMR, ecografia y tomografia) tienen claras ventajas sobre los
agentes tradicionales en relaciéon a una mejor dispersidén optica, una mejor biocompatibilidad,
una disminucién en la probabilidad de desnaturalizaciéon y, especialmente, su capacidad de
unirse a ligandos, lo cual los convierte en dispositivos con multiples funciones que se unen a
las células diana, permitiendo obtener una imagen para el diagnoéstico y al mismo tiempo

transportar medicamentos, permitiendo un tratamiento mas especifico y eficiente.

La nanotecnologia permite el disefio de nanomateriales multifuncionales con una semivida
plasmatica prolongada (gracias a la incorporacion superficial de cadenas poliméricas
hidrofilas), necesaria para alcanzar de forma segura su objetivo y liberar especificamente la
dosis de farmaco vehiculizada en el lugar deseado, aumentando al mismo tiempo la
biodisponibilidad del agente activo en el tejido diana. En cuanto al tratamiento del cancer, estas
NPs pueden alcanzar la regién tumoral simplemente por acumulacion o retencion (transporte
pasivo). Este fenbmeno se denomina efecto de permeacion y retencion aumentada (efecto
“EPR”), y es debido a las caracteristicas diferenciales del entorno tumoral, donde el tejido
vascular se encuentra alterado. Esto explica por qué se da una mayor acumulaciéon de NPs en
la masa tumoral, en comparacion con un tejido sano [Martinez-Soler G.I. et al., 2010. ARS
Pharmaceutica 51, Suplemento 3, 113-116; Nufiez-Lozano R. et al., 2015. Current Opinion in
Biotechnology 35, 135-140].

Las NPs caracterizadas por una extensa semivida plasmatica pueden atravesar la estructura
anormal de los vasos sanguineos de tejidos patoldgicos (cancer, inflamacidn, infeccién). El
destino biolégico de todo coloide transportador de farmacos se puede mejorar notablemente si
tiene: i) un tamano de particula muy pequefio (< 100 nm) y una morfologia esférica; v, ii) unas
adecuadas propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales (muy baja carga eléctrica, e
hidrofilia).

La composicién de la invencion, adicionalmente puede comprender un marcador detectable. Un
“‘marcador detectable” se refiere a cualquier marcador que se puede usar para localizar la

Composicion in vivo o in vitro.
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Ejemplos de marcadores, pero sin limitarse a estos, serian fluoréforos (por ejemplo, Cianina-5),
marcadores quimicos o proteicos que permiten la visualizacidn de un polipéptido. La
visualizacion puede realizarse a simple vista 0 mediante un aparato (como por ejemplo, pero

sin limitarse a un microscopio) y puede implicar una fuente de energia o de luz.

Por tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a un kit o dispositivo de diagnéstico, que
comprende al menos una nanoparticula de la invencion, o la composicion farmacéutica de la

invencion.

Los términos molécula biolégicamente activa, farmaco o agente terapéutico, o marcador
detectable, tienen significados analogos y se utilizan indistintamente en la memoria de esta
invencion. Se refieren a cualquier sustancia que proporcione actividad farmacolégica y se
emplee en el tratamiento, cura, prevencion, mitigacion o diagnéstico de una enfermedad o que
afecte a la estructura o funcion del cuerpo del hombre u otros animales. Estas moléculas
biolégicamente activas pueden incluir desde farmacos de bajo peso molecular hasta moléculas
del tipo de polisacaridos, proteinas, péptidos, lipidos, oligonucledtidos y acidos nucléicos y
combinaciones de las mismas. Estas moléculas, son bien conocidas para el experto en la
materia e incluye el significado de un compuesto que tiene las caracteristicas que lo hacen
aceptables para su uso en medicina, por ejemplo y sin limitarse al principio activo en un
medicamento. Por lo tanto, por ejemplo y sin limitarse a, estas moléculas pueden ser
sintetizadas por diferentes técnicas de quimica organica, o técnicas de biologia molecular y
bioquimica. Los términos aqui utilizados se entienden como cualquier compuesto que es
administrado a un paciente para el tratamiento de una afeccidn y que puede llegar mas
eficientemente al tejido diana cuando esta unido a la nanoparticula de la invencién que cuando
es administrado sin la nanoparticula de la invencion. El término incluye aquellos componentes
que promueven un cambio quimico en la elaboracién del farmaco y estan presentes en el

mismo de una forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

El agente terapéutico incluye, pero no esta limitado, a compuestos hidrofilicos y hidrofobicos.
Segun esto, los agentes terapéuticos contemplados en esta invencion incluyen aunque no se
limitan a moléculas tipo farmaco, acidos nucléicos, proteinas, péptidos, anticuerpos,

fragmentos de anticuerpos, aptameros y moléculas pequenas.

Un agente terapéutico proteico incluye pero sin limitar a péptidos, enzimas, proteinas
estructurales, receptores, y otras proteinas circulantes o celulares asi como fragmentos vy
derivados de los mismos cuya expresion aberrante dan pie a uno o0 mas afecciones médicas.
Un agente terapéutico también incluye compuestos quimioterapéuticos y materiales
radioactivos. La dosificacién para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de
una variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso, sexo, tolerancia, etc.del mamifero.

La “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de principio activo, o de sus
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sales, pro-farmacos, derivados o analogos o de sus combinaciones, que produzcan el efecto
deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias
de dichos pro-farmacos, derivados o analogos y el efecto terapéutico a conseguir. Los
“adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utilizados en dichas

composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion o distribucion
0 accién de cualquiera de los principios activos de la presente invencion, que estabiliza dicha
sustancia activa o ayuda a la preparacion del medicamento en el sentido de darle consistencia

o aportar sabores que lo hagan mas agradable.

Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de mantener los ingredientes unidos como
por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcién de endulzar, funcién de colorante,
funcioén de proteccién del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad,
funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacion como por
ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcién desintegradora para facilitar la disolucion del os
componentes y su absorcion en el intestino sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados

en este parrafo.

El término excipiente “farmacéuticamente aceptable” hace referencia a que el excipiente este

permitido y evaluado de modo que no cause dafio a los organismos a los que se administra.

Ademas, el excipiente debe ser farmacéuticamente adecuado, es decir, un expediente que
permita la actividad del principio activo o de los principios activos, es decir, que sea compatible
con el principio activo, en este caso, el principio activo es cualquiera de los compuestos de la

presente invencién.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sustancias, o combinacién de
sustancias, conocidas en el sector farmacéutico utilizadas en la elaboracién de formas
farmacéuticas de administracién e incluye, pero sin limitarse, sélidos, liquidos, disolventes o

tensioactivos.

El vehiculo, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en el medicamento para
diluir cualquiera de los compuestos de la presente invencién hasta un volumen o peso
determinado. El vehiculo farmacéuticamente aceptable es una sustancia inerte o de accidn
analoga a los principios activos de la presente invencién. La funcién del vehiculo es facilitar la
incorporacion de otros compuestos, permitir una mayor dosificacién y administracion o dar
consistencia y forma a la composicidon farmacéutica. Cuando la forma de presentacién es

liquida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es el diluyente.
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El término “molécula pequefa” se refiere a un compuesto quimico, por ejemplo un
peptidomimético que se puede derivatizar o cualquier otro compuesto organico de bajo peso
molecular, natural o sintético. Dichas moléculas pequefias pueden ser sustancias

terapéuticamente transportadas o pueden ser derivatizadas para facilitar el transporte.

Se entiende por “peso molecular bajo” compuestos cuyo peso molecular es menor de 1000

Daltons, normalmente entre 300 y 700 Daltons.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se

desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.

Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

Para llevar a cabo el procedimiento de la presente invencién se lleva a cabo un método para la
solubilizacion en agua de las SPIONs obtenidas por descomposicidén térmica, que se basa en
un intercambio de ligando con dos derivados alcoxi-silanos simultaneamente en una proporcién
determinada (60 % TEOS y 40 % APTES) y su posterior PEGilacién mediante una reaccién de

amidacién con un derivado de polietilenglicol (a-Methoxy-w-carboxy PEG).
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Ejemplo 1. Sintesis y Caracterizacion de las NPs: SPION-OA, SPION-TEOS/APTES vy
SPION-TEOS/APTES-PEG

La Figura 1 muestra un esquema resumen de este procedimiento. El protocolo de fabricacion
concreto de estas NPs SPION-TEOS/APTES-PEG se describe en el apartado titulado
“METODO DE LA INVENCION”. En primer lugar, NPs SPION-OA de 10 nm hidrofébicas,
esféricas y monodispersas se sintetizaron mediante el método de descomposicién térmica del
oleato de Hierro [Park J. et al., 2004. Nat. Mater. 3, 891-895]. La Figura 2A muestra una

imagen de microscopia electronica de transmisién (TEM) obtenida para una preparacién de

SPION-OA, donde se puede observar que presentan el tamarfo, forma y homogeneidad
deseada. Una vez purificadas, como se describe en esta invencion, las NPs SPION-OA
hidrofobicas obtenidas se convirtieron en hidrofilicas por medio de un intercambio de ligando
empleando dos derivados alcoxi-silano de manera simultanea (60 % de TEOS y 40 % de
APTES). Este método desplaza los ligados de acido oleico de las SPION-OA vy las recubre con
una capa muy delgada de 6xido de silicio, generando NPs SPION-TEOS/APTES hidrofilicas.
Como puede observarse en laimagen TEM de las NPs obtenidas (Figura 2B) este proceso de

intercambio de ligando no produce cambios morfolégicos aparentes, ni_afecta al tamaiio,

ni a la monodispersidad de las particulas resultantes.

Las NPs SPION-TEOS/APTES obtenidas son solubles en agua. Sin embargo, la progresiva
protonacién de los grupos amino en la superficie de estas NPs conlleva el establecimiento de
enlaces de hidrégeno entre las particulas, provocando la formaciéon progresiva de agregados.
Aunque el uso de una disolucién tamponadora de pH 6.0 puede ralentizar este fenbmeno, su
agregacion es inevitable (Figura 3A y 3B). Para solventar este problema, se llevo a cabo la
PEGilacién parcial de las NPs SPION-TEOS/APTES. Para esto, se indujo la unién covalente de
moléculas de a-metoxi-w-carboxilato PEG (2 KDa) a los grupos amino de la superficie de estas
particulas, mediante una reaccion de amidacion. Las SPIONs PEGiladas resultantes fueron
facilmente purificadas usando una simple didlisis. Imagenes de TEM de las NPs obtenidas
(Figura 2C) demuestran que este proceso de PEGilacion no produce cambios morfoldgicos, ni
afecta al tamano, ni a la monodispersidad de las particulas resultantes. Por otro lado, la
estabilidad coloidal de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG aumentaba drasticamente en
comparacion con la de sus NPs precursoras (Figura 3C y 3D).

A continuacion, se llevd a cabo una caracterizacién fisico-quimica completa de las SPIONs
PEGiladas y de sus precursoras (SPION-OA y SPION-TEOS/APTES). En primer lugar, para
confirmar el recubrimiento con Silica y la posterior PEGilacién se emplearon las técnicas
analiticas de espectroscopia infrarroja por transformada de fourier (FTIR) y analisis
Termogravimétrico (TGA). El espectro de FTIR de las NPs precursoras hidrofébicas (SPION-

OA) mostraba las bandas caracteristicas de vibracion Fe-O del nicleo de magnetita (585 cm™),
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de extension C-H (2926 y 2852 cm™) y de vibracion del carboxilato (1710 y 1459 cm-1)
procedentes de las moléculas de acido oleico que recubren la SPION (Figura 4A). El espectro
FTIR de las NPs SPION-TEOS/APTES resultantes del intercambio de ligando presentaba una
banda nueva y ancha correspondiente a los enlaces Fe-O-Si (800-1200 cm™) y la caracteristica
de flexion N-H de las aminas primarias (1637 y 1540 cm™), confirmando que el intercambio de
ligando con la mezcla de alcoxi-silanos mencionada se realizd con éxito (Figura 4A). El
espectro de FTIR de las SPIONs PEGiladas presentaba un pico (~1650 cm™) que puede ser
asignado a los grupos carbonilo del enlace amida formado con el PEG y las bandas tipicas
procedentes del polimero (entre 1718 y 837 cm™) unido covalentemente a a la superficie de las
NPs SPION-TEOS/APTES (Figura 4A). Por otro lado, la curva de TGA obtenida para las NPs
obtenidas por descomposicién térmica (SPION-OA) mostraba una pérdida de peso de 69.5 %,
correspondiente a la considerable cantidad de ligandos de acido oleico que recubren al nucleo
de la particula (Figura 4B). La curva de TGA obtenida para las NPs SPION-TEOS/APTES
presenta una pérdida de peso de 30.9 %, mucho menor que el obtenido con SPION-OA, y
habitual en particulas sometidas a procesos de intercambio de ligando con silanos [Cano M. et
al., 2017. Nanoscale 9, 812-822; Cano M. et al., 2016. RSC Advances 6, 70374-70382] (Figura
4B). La curva de TGA obtenida para las SPIONs PEGiladas mostraba una pérdida de peso de
70.8 %, lo que significa que hay un incremento del 39.9 % generado por las moléculas de PEG
unidas covalentemente a través de los aminos de las NPs SPION-TEOS/APTES precursoras
(Figura 4B). Este valor es muy similar al obtenido en el caso de las NPs SPION-APTES-PEG
[Cano M. et al. 2017, Nanoscale 9, 812-822], lo que indica que la reaccién de PEGilacion tuvo
un rendimiento equivalente. Si consideramos que la masa tedrica de una SPION de Fe;O, de
10 nm diametro es de ~2.7-10"® g, y teniendo en cuenta la pérdida de peso generada por las
moléculas del polimero estabilizante, se puede estimar que cada SPION esta recubierta por
unas 860 moléculas de PEG de 2KDa. Esto equivale a una densidad superficial de ~2.73
moléculas de PEG por nm? que es segun la bibliografia un valor apropiado para la
estabilizacion de SPIONs en ambientes fisiolégicos [Amstad E. et al., 2009. Small 5, 1334; Liu
D. et al., 2011. Adv. Funct. Mater. 21, 1498-1504; Pernia M. et al., 2015. Nanoscale 7, 2050-
2059; Cano M. et al., 2017. Nanoscale 9, 812-822].

Los resultados de FTIR y TGA para las NPs SPION-TEOS/APTES no solo confirman que la
reaccion de intercambio de ligando usando 2 derivados alcoxi-silano simultaneamente (60 %
TEOS y 40 % TEOS) se produce con éxito, sino que ademas nos indican que la capa de Silica
producida es ligeramente mayor que para las NPs SPION-APTES obtenidas usando un unico
alcoxi-silano (100 % APTES). Para conseguir un andlisis cuantitativo mas exacto de la
estructura de la capa de silica producida tanto en SPION-TEOS/APTES como en SPION-
APTES NPs, se llevaron a cabo las medidas de Espectroscopia Fotoelectrénica de rayos X

(XPS). En la Figura 4C se muestran los espectros generales de XPS o Survey obtenidos para
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NPs producidas por intercambio de ligando con 2 ligandos alcoxi-silano (SPION-TEOS/APTES)
y con un unico ligado (SPION-APTES). En ambos casos, se pueden observar los atomos
caracteristicos, tales como silicio (Si2s y Si2p) y nitrégeno (N1s), de la capa de silicio generada
sobre la superficie de las SPIONs. Ademas, como la intensidad de la sefal de Si2p es
exponencialmente proporcional al espesor de la capa de silicio, el espesor medio (f) puede ser
estimado usando la ecuacién de Lambert-Beer, descrita en la siguientes publicaciones para
capas muy delgadas [Kallury KM.R. et al., 1995. Anal. Chem. 67, 3362-3370; Wong A.K.Y. et
al., 2005. Anal. Bioanal. Chem. 383, 187-200; XPS Applications in Thin Films Research. Geng
S. etal.,, 2002. Materials Technology 17(4)]:

I =1, [exp(—t/l sinB)]

Donde / es la intensidad de sefal Si2p (eV) obtenida para el soporte sélido con capa de silano,
lo es la intensidad de sefial Si2p (eV) obtenida para el soporte sélido sin capa de silano, / es la
profundidad de escape de los electrones Si2p a través de la capa de Silano (tomada como 20
Armstrong en este trabajo) y © el angulo de escape al cual los electrones son expulsados de la
superficie. El valor de espesor obtenido a partir de esta ecuacion para las superficies de NPs
SPION-TEOS/APTES y de SPION-APTES fueron 1.15 y 0.52 nm, respectivamente. Estos
resultados confirman que usando la combinacion TEOS/APTES propuesta en este trabajo se
obtiene una capa de silano mas gruesa que cuando se emplea s6lo APTES. Por otro lado, la
intensidad de senal N1s no decrece para la superficie de SPION-TEOS/APTES, indicando que
hay una cantidad similar de grupos aminos que con SPION-APTES.

Debido a que los grupos amino en superficie contribuyen a la carga superficial de las NPs
resultantes, se midio el potencial-zeta de las particulas de SPION-TEOS/APTES PEGiladas a
diferentes valores de pH (Figura 4D). Se puede observar que estas SPIONs presentan un
comportamiento similar al que se observa para las SPION-APTES-PEG (es decir, su carga
superficial va cambiando de positiva a negativa conforme se incrementa el pH) y muestran un
punto isoeléctrico (IEP) de ~7.2, el cual se considera ideal para NPs empleadas en

aplicaciones bioldgicas [Cano M. et al., 2017. Nanoscale 9, 812-822].

Para completar la caracterizacién fisico-quimica de las SPIONs PEGiladas y de sus
precursores se analizaron también sus propiedades superparamagnéticas mediante la técnica
de Magnetometria de muestra vibratoria (en inglés, vibrating sample magnetometry, VSM). La
representaciéon grafica de los valores Magnetizacién (M) frente al campo magnético aplicado
(H) a 300 °K mostraba la ausencia de coercitividad y remanencia en todas las muestras,
confirmando su comportamiento superparamagnético (Figura 5A). Nuestros analisis revelaron
que los valores de saturacién de la magnetizacién de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG era
de 21.31 emu-g”, un valor ligeramente menor que los obtenidos para SPION-OA y SPION-



10

15

20

25

30

35

WO 2018/154165 22 PCT/ES2018/070130

TEOS/APTES (18.78 y 2868 emu-g'). Estas variaciones eran debidas al diferente
recubrimiento organico que presentaba cada uno de los nucleos de SPION analizados. En
cualquier caso, el valor de magnetizacién de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG fue similar al
que se obtuvo con las NPs SPION-APTES-PEG, y por lo tanto apropiado también para su uso
en separaciéon e imagen por resonancia magnética [Na H.B. et al., 2009. Adv. Mater. 21, 2133-
2148].

Ejemplo 2. Estudios de citotoxicidad

La biocompatibidad celular supone un factor importante a considerar en el desarrollo de las
NPs de uso biomédico por lo que analizamos la citotoxicidad de nuestras NPs SPION-
TEOS/APTES-PEG. Para ello usamos la linea celular humana HepG2 de carcinoma hepético,
la cual constituye un modelo adecuado para los ensayos de citotoxicidad en estudios
farmacéuticos. Ademas, estas células representan un buen ejemplo de diana susceptible de
sufrir efectos secundarios in vivo puesto que la mayoria de las NPs son secuestradas de forma
masiva por el higado al administrarse por via intravenosa [Blanco E. et al.,, 2015. Nature
Biotech. 33, 941-951].

Cuantificamos la citotoxicidad mediante la proliferacion celular basandonos en la integridad de
la membrana (la cual usamos como marcador de muerte celular) de las células HepG2
expuestas a concentraciones crecientes de NPs SPION-TEOS/APTES-PEG durante 24 y 48
horas. Para ello, usamos dos marcadores fluorescentes con diferente permeabilidad
plasmatica, Hoechst 33342 para tefiir los nucleos de las células totales (tincién azul en la
Figura 6A) y ioduro de propidio para tefiir las células muertas (tincién amarilla en la Figura
6A), el cual sblo puede penetrar en el interior de las células cuando la integridad de su
membrana estd comprometida) [Jan E. et al., 2008. ACS Nano 2, 928-938]. La exposicion de
las células a concentraciones de NPs SPION-TEOS/APTES-PEG por debajo de 100 ug Fe-mL-
1 no tuvo efecto en la proliferacion en comparacién con las muestras control, y sélo cuando el
tratamiento de estas NPs alcanzé los 200 ug Fe-mL-1 se aprecié un efecto negativo en la
proliferacion celular, lo cual fue particularmente evidente tras 48 horas (Figura 6B). En
consonancia con lo anterior, sélo en esta Ultima concentracién se observaron células muertas
por encima de los valores del grupo control (Figura 6C), aunque éstas sélo supusieron un 23.9
% de las células totales. En el resto de las concentraciones de tratamiento el porcentaje de
células muertas fue muy similar al de las células control (Figura 6D). Como ya se comprobd
previamente con las NPs SPION-APTES-PEG [Cano M. et al. 2017, Nanoscale 9, 812-822],
estos resultados demostraron que las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG tampoco eran
citotoxicas incluso a concentraciones de hierro de 100 ug. mL-1, lo cual corrobora su potencial

uso en aplicaciones biomédicas [Singh N. et al., 2010. Nano Reviews 1, 1-15]
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Ejemplo 3. Estudios de MRI (in vitro e in vivo)

Evaluamos el potencial de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG como agentes de contrate para
MRI. Para ello analizamos los tiempos de relajatividad longitudinal (T1) y transversal (T2) a
campo magnético bajo (1.5 T) y alto (9.4 T), usando un relaxdmetro y un escaner MRI
preclinico respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades de relajatividad de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG a campo bajo (1.5
T)yalto (9.4 T).

L e e
|
\\\\\\\ fa0s e 475008
e

*Los tiempos de relajacién longitudinal (T1) y transversal (T2) se midieron a 0.5 mM Fe
(medido por ICP-AES).

El promedio de la relajatividad transversal (r2) de nuestras SPIONs PEGiladas fue 156.3 mM-
1s-1a1.5T y 110.7 mM-1s-1 a 9.4 T. Ademas, la medida de la relajatividad longitudinal (r1) de
las mismas fue 4.76 mM-1s-1a 1.5 Ty 0.28 mM-1s-1 a 9.4 T, dando unos ratios r2/r1 de 32.8 y
395.3 a dichos campos magnéticos respectivamente. Estos valores altos indicaron que las NPs
SPION-TEOS/APTES-PEG ofrecian un buen contraste T2 para MRI tanto en condiciones
preclinicas (alto campo magnético) como para condiciones clinicas (bajo campo magnético)
[Pernia M. et al., 2015. Nanoscale 7, 2050-2059; Cano M. et al., 2016. RSC Advances 6,
70374-70382; Weissleider R. et al., 2010. People’s Medical Publishing House — USA Global
Medical Publisher 1-1357]. Para verificar esto llevamos a cabo un phantom de MRI a campo
alto usando diferentes concentraciones de NPs SPION-TEOS/APTES-PEG y SPION-APTES-
PEG disueltas en agua (Figura 5B). Este confirmé que el contraste negativo (T2) ya era
evidente en las concentraciones de NPs mas bajas comparandolo con el control (agua) y que
este contraste era muy elevado en las concentraciones crecientes (imagen T2W en Figura 5B).
También se observo que el contraste T2 obtenido para las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG era
mayor que el mismo obtenido con las SPION-APTES-PEG para una misma concentracion de
hierro, lo cual concuerda con sus valores r2/r1 a campo alto (Tabla 1). Por otro lado, como era
de esperar, nuestras NPs no mostraron ningun contraste positivo (T1) comparando con el agua
control (imagen T1W en Figura 5B).

Inyectamos NPs SPION-TEOS/APTES-PEG por via intravenosa en ratones BALB/c. De forma
general, cualquier NP administrada sistémicamente en animales se queda retenida en el

higado y en el bazo en gran proporcidon [Blanco E. et al., 2015. Nature Biotech. 33, 941-951;
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Kettiger H. et al., 2013. Int. J. Nanomedicine 8, 3255-3269; Albanese A. et al., 2012. Annu. Rev.
Biomed. Eng. 14, 1-16]. Por tanto, teniendo en consideracién esta observacion, determinamos
si nuestras SPIONs PEGiladas ofrecian un contrate negativo T2 in vivo. Este experimento
demostré que dichos érganos se oscurecian en gran medida tras la inyeccidn de las NPs
(Figura 7 G-L). Comparando el decaimiento de la sefial T2 en el higado tras la administracion
de las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG (Figura 7 G-L) y SPION-APTES-PEG (Figura 7 A-F),
las primeras NPs oscurecieron el higado con mucha mas intensidad. La cuantificacién de los
cambios en T2 confirmaron que el higado experimenté un decaimiento de la sefial mucho mas
exacerbado incluso tras una hora post-administracién (Figura 7N) ratificando que el hibrido
silanizado tiene un contraste T2-MRI| mucho mejor, por lo que potencialmente es mejor agente

de contraste in vivo.

En cuanto a la distribucién renal, en publicaciones anteriores se ha demostrado que las NPs
son retenidas en los corpusculos renales en funcién de su tamaro, siendo éstos localizados en
la corteza renal [Choi C.H.C. et al.,, 2011. PNAS 108, 6556-6661; Pernia M. et al., 2015.
Nanoscale 7, 2050-2059] pero no existe acumulacion glomerular para NPs PEGiladas menores
de 25 nm. Teniendo esto en cuenta, las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG, las cuales tienen un
tamano hidrodinamico en torno a 25 nm en suero fetal bovino (medio muy similar al de la
sangre), se pueden encontrar tanto en los capilares peritubulares, que anatdmicamente estan
tanto en la médula como en la corteza renal, y probablemente también ligeramente retenidos
en el glomérulo, que se encuentra sélo en la corteza renal. Por lo tanto, sélo el decaimiento de
la sefal observado en la médula renal seria enteramente debido a las NPs circulantes en
sangre que acortan la senal T2 cuando pasan por los capilares peritubulares y retornan al
sistema circulatorio. En otras palabras, el decaimiento de la sefial observada en la médula
renal se podria utilizar como indicador de la presencia de nuestras NPs en circulacion. Por esta
razon, durante la cuantificacion de la T2 que se llevd a cabo en estos experimentos, se
seleccionaron unas ROIs (del inglés Regions of interest) en el rindn que diferenciaban la
corteza de la médula renal. De esta manera excluiamos una probable acumulacion de nuestras
NPs en los glomérulos (corteza renal). También excluimos la pelvis renal, cuyo decaimiento de
T2 correspondia a las NPs excretadas en la orina, ya que esta es la zona donde el rifidn
concentra la orina antes de ser acumulada en la vejiga a través de los uréteres (Figura 8 C).

Siguiendo esta propuesta, las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG se encontraban en circulacion
incluso a las 4 horas de su administracion intravenosa (Figura 7 G-L, N y 8 B). El contraste T2
en la médula renal no se recupero6 hasta sus valores normales ni a las 48 horas post-inyeccién,
la cual fue la ultima medida realizada, indicando que, a ese momento, las NPs estaban todavia
en circulacién. En comparacién con las medidas del ratio T2 en la médula renal tras la

administracién de las NPs SPION-APTES-PEG no mostraron un decaimiento de la T2
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significativo, lo cual indica que su tiempo en circulaciéon era mas limitado (Figura 7M). Esto se

confirmé en las correspondientes imagenes T2 (Figura7 A-Fy 8 A).

En conclusion, todos estos resultados comparativos sugieren que el hibrido silanizado mejora
no solo el contraste T2 in vivo para MRI sino también el tiempo en circulacién, lo cual es clave

para permitir el acceso de las NPs al tumor una vez administradas por via intravenosa.

Ejemplo 4. Facilidad de funcionalizacion posterior para su adaptaciéon a aplicaciones

especificas.

Finalmente, evaluamos que las SPION PEGilagas generadas por este método (SPION-
TEOS/APTES-PEG), ademas de las mejoras anteriormente citadas con respecto a las NPs
SPION-APTES-PEG [M. Cano et al.,, 2017. Nanoscale 9, 812-822], seguian manteniendo la
capacidad de ser facilmente funcionalizadas a través de los grupos aminos todavia disponibles
en su superficie. Para ello, se llevd a cabo funcionalizacion de nuestras NPs SPION-
TEOS/APTES-PEG con un marcador fluorescente comercial (Cy5-NHS) activado con un grupo
N-hidroxisuccinimida (Figura 9B). Una vez purificadas las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG-
Cy5, el test de Ninhidrina mostré una clara reduccion de la cantidad de grupos aminos libres en
comparacion con su NP precursora (linea rosa en Figura 9A). Ademas, estos analisis también
revelaron la aparicién de un nuevo pico de absorcion a ~650 nm que corresponde a la longitud
de onda de maxima absorcion del Cy5. Para confirmar la unién eficiente del fluoréforo a las
NPs SPION-TEOS/APTES-PEG se compararon los espectros de absorcidén del Cy5 libre (linea
verde) y de las NPs PEGiladas antes (linea roja) y después de la funcionalizacién (linea rosa
en Figura 9C). De acuerdo con esto, la imagen de phantom de Fluorescencia (Aex = 600 nmy
Aem = 700 nm) mostré que soélo las NPs SPION-TEOS/APTES-PEG-Cy5 presentan emision
(Figura 9D). Estos resultados demuestran que las NPs PEGiladas obtenidas con nuestro
método (usando TEOS y APTES simultdneamente) pueden ser facilmente funcionalizadas, lo
que permite la posibilidad de afnadir propiedades de interés clinico a éstas, y, en este ejemplo

concreto, como agente de imagen multimodal (MRI/Optica).
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REIVINDICACIONES
1.- Una nanoparticula que comprende:
- un nucleo hidrofobico, preferiblemente de éxido de hierro; y

- una superficie funcionalizada con al menos dos derivados alcoxi-silanos diferentes de

formula I:
RmSiX(4-n) (formula I);

donde R es un grupo quimico seleccionado de la lista que consiste en un grupo alquilo,
alquenos, alquinos, aromaticos, alcéxidos, organofuncionales o cualquier combinacién de los

mismos;
donde m puede ser0, 1,2 6 3;
donde n representa un numero natural entre Oy 3; y

donde X representa un grupo alcoxido, preferiblemente un metoxi- o un etoxi-.

2.- La nanoparticula segun la reivindicacion anterior, donde la nanoparticula se funcionaliza con

los derivados alcoxi-silanos mediante un procedimiento de intercambio de ligando.

3.- La nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la nanoparticula es un
SPION.

4.- La nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde los derivados alcoxi-
silanos se seleccionan de la lista que consiste en: Tetraetilortosilicato (TEOS), 3-aminopropil-
trietoxisilano (APTES), 3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS), 3-mercaptopropil trietoxisilano
(MPTES), 3-mercaptopropil trimetoxisilano (MPTMS), 3-Glicidoxipropil trietoxisilano, 3-
Glicidoxipropil trimetoxisilano, 3-Cianatopropil trieoxisilano (CPTES), 3-Cianatropropil
trimetoxisilano (CPTMS), 3-Azidatopropil trietoxisilano, 3-Azidatopropil trimetoxisilano, trimetoxi
PEG silanos y a-silano-w-metoxi polietilenglicol, o cualquiera de sus sales, isébmeros, derivados

0 analogos, o cualquiera de sus combinaciones.

5.- La nanoparticula segun la reivindicacién 4, donde la nanoparticula comprende dos

derivados alcoxi-silanos que se seleccionan de entre la lista que consiste en:

a) Tetraetilortosilicato (TEOS) y 3-AminoPropil-TriEtoxiSilano (APTES), o
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b) Tetraetilortosilicato (TEOS) y 3-mercaptopropil trimetoxisilano, o

c) Tetraetilortosilicato (TEOS) y a-silano-w-metoxi polietilenglicol.

6.- La nanoparticula segun la reivindicacidén 5, donde la nanoparticula comprende dos
derivados alcoxi-silanos que son tetraetilortosilicato (TEOS) y 3-aminopropil-trietoxisilano
(APTES).

7.- La nanoparticula segun la reivindicacidén 6, donde la concentracién de TEOS se encuentra
en un rango de concentracion, sobre el total de los alcoxi-silanos, de entre 40y 80% y APTES,

sobre el total de los alcoxi-silanos, en un rango de concentracion de entre 20 y 60%.

8.- La nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde las nanoparticulas
estan PEGiladas.

9.- La nanoparticula segun la reivindicacion 8, donde las nanoparticulas estan PEGiladas con

el derivado de polietilenglicol a-Methoxy-w-carboxy PEG.

10.-. Una composicién que comprende la nanoparticula tal y como se define en cualquiera de

las reivindicaciones 1-9.

11.- La composicién segun la reivindicacion anterior, donde la composicién es una composicion

farmaceéutica.

12.- La composicidén segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, donde la composicion
ademas comprende al menos un compuesto 0 molécula biolégicamente activa, un agente

terapéutico o farmaco, o un agente marcador.

13.- La composicién segun la reivindicacién anterior, donde el agente marcador es un agente

de contraste.
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14.- Uso de la nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o de la composicion

segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la elaboraciéon de un medicamento.

15.- Uso de la nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o de la composicion
segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la elaboracion de una composicidon
farmacéutica para el diagnéstico in vivo por resonancia magnética.

16.- Un método para la sintesis de una nanoparticulas que comprende

1. Sintesis de nanoparticulas hidrofébicas, preferiblemente SPIONs hidrofébicas

sintetizadas por descomposicion térmica;

2. Funcionalizacién con dos derivados alcoxi-silanos de formula |, tal y como se ha
definido esta formula en la reivindicacion 1, de las nanoparticulas del paso 1), a través

de un procedimiento de intercambio de ligando ejecutado simultaneamente;

3. Opcionalmente, se lleva a cabo una PEGilacion de las nanoparticulas obtenidas en el

paso 2); y opcionalmente

4. Se lleva a cabo una funcionalizacién de las nanoparticulas del paso 3) o del paso 2).

17. El método segun la reivindicacion 16, donde las nanoparticulas hidrofobicas del paso 1) son
SPIONs hidrofobicas sintetizadas por descomposiciéon térmica y donde el procedimiento de
intercambio de ligando se lleva a cabo con dos derivados de alcoxisilanos de formula |
seleccionados de la lista que consiste en Tetraetilortosilicato (TEOS), 3-aminopropil-
trietoxisilano (APTES), 3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS), 3-mercaptopropil trietoxisilano
(MPTES), 3-mercaptopropil trimetoxisilano (MPTMS), 3-Glicidoxipropil trietoxisilano, 3-
Glicidoxipropil trimetoxisilano, 3-Cianatopropil trieoxisilano (CPTES), 3-Cianatropropil
trimetoxisilano (CPTMS), 3-Azidatopropil trietoxisilano, 3-Azidatopropil trimetoxisilano, trimetoxi
PEG silanos y a-silano-w-metoxi polietilenglicol, o cualquiera de sus sales, isomeros, derivados

0 analogos, o cualquiera de sus combinaciones.

18. El método segun la reivindicacion anterior, donde el procedimiento de intercambio de
ligando se lleva a cabo con dos derivados de alcoxisilanos de formula | seleccionados de la
lista que consiste en APTES y TEOS.
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19. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, donde se lleva a cabo una
PEGilacién de las nanoparticulas obtenidas en el paso 2), preferiblemente con el derivado de

polietilenglicol a-Methoxy-w-carboxy PEG
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