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GLOSARIO DE ABREVIACIONES Y TERMINOS

DMF: dimetilformamida.

THEF: tetrahidrofurano.

DIC: N, N’-diisopropilcarbodiimida.

DMAP: 4-dimetilaminopiridina.

CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio.
HCI: 4cido clorhidrico.

TEA: trietilamina.

APTES: (3-aminopropil) trietoxisilano.

CD;sCl: cloroformo deuterado.

SEM: Microscopia electronica de barrido.

DLS: Dispersion dindmica de la luz.

SNPs: Nanoparticulas de silice de centro solido.
CMSNPs: Nanoparticulas de silice de centro solido con capa mesoporosa (core-shell).

ACMSNPs: Nanoparticulas de silice de centro sélido con capa mesoporosa recubierta con grupo

amino.

ACMSNPs-QUE.q: Nanoparticulas de silice de centro sélido con capa mesoporosa recubierta con

grupo amino y quercetina adsorbida.



RESUMEN

La silice es un material prometedor para el desarrollo de nuevos nanomateriales, cuyo uso
puede ser de interés para diversas disciplinas como la medicina y las ciencias farmacéuticas. Los
distintos tipos de nanoparticulas de silice poseen caracteristicas importantes para su uso, siendo
mecanicamente estables, quimicamente inertes y biocompatibles, pudiendo ser utilizadas para
incorporar farmacos, biomoléculas y antioxidantes, entre otros, mediante mecanismos de

adsorcion, oclusion y/o union covalente.

Entre las moléculas mas estudiadas en cuanto a incorporacion a las nanoparticulas de silice
destacan los flavonoides, compuestos bioactivos a los que, derivada de su conocida actividad
antioxidante, se les atribuyen muchas propiedades: como antidiabéticos, anticancerosos y
antiinflamatorios, entre otras, contribuyendo al cuidado de la salud. Uno de los flavonoides mas
estudiados es la quercetina, que se encuentra comunmente en frutas y verduras presentes en

nuestra dieta y que ademas posee un alto potencial como antioxidante.

En este trabajo proponemos modificar la superficie de nanoparticulas de silice mediante la
funcionalizacién superficial con quercetina, con el objetivo de obtener un nanomaterial
antioxidante y que en el futuro pueda ser utilizado en formulaciones farmacéuticas con actividad
fotoprotectora. Para esto, se disefiaron estrategias sintéticas que permitiran esta conjugacion y

también se propusieron protocolos de sintesis para cada paso de estas estrategias.

Estas estrategias incluyen dos propuestas que contemplan la modificacion estructural de la
quercetina y cuatro propuestas para la conjugacion de la quercetina modificada estructuralmente
con la superficie de las nanoparticulas de silice. Ademas, se realizd la sintesis de las
nanoparticulas de silice, evaludndose sus caracteristicas morfoldgicas, imagenes de microscopia y
potencial Z. Entre los estudios realizados, se evalu6 también la capacidad de adsorcion de la
quercetina sobre la superficie de las nanoparticulas, obteniéndose como resultado un bajo

porcentaje de adsorcion.

De acuerdo a esto, se infiere que la unidén covalente seria la mejor opcion para la conjugacion
de este flavonoide con las nanoparticulas de silice, manteniendo intacta la estructura de la
quercetina que ejerce la actividad antioxidante y asi el sistema conjugado pueda exhibir

potencialmente actividad fotoprotectora.



SUMMARY

"Synthetic strategy for the conjugation of quercetin in silica nanoparticles"

Silica is a promising material for the development of new nanomaterials, whose use may be
of interest to several disciplines such as medicine and pharmaceutical sciences. The different
types of silica nanoparticles have important characteristics for their use, being mechanically
stable, chemically inert, and biocompatible, and can be used to incorporate drugs, biomolecules
and antioxidants, among others, through adsorption, occlusion and / or covalent binding

mechanisms.

Among the most studied molecules in terms of incorporation into silica nanoparticles,
flavonoids stand out, bioactive compounds that, derived from their well-known antioxidant
activity are attributed many properties: as antidiabetic, anticancer and anti-inflammatory, among
others, contributing to health care. One of the most studied flavonoids is quercetin, which is
commonly found in fruits and vegetables that are present in our diet, and which also has a high

potential as an antioxidant.

In this work, we propose to modify the surface of silica nanoparticles through surface
functionalization with quercetin, with the aim of obtaining an antioxidant nanomaterial that in the
future can be used in pharmaceutical formulations with photoprotective activity. For this,
synthetic strategies that will allow this conjugation were designed, also synthesis protocols were

proposed for each step of these strategies.

These strategies include two proposals contemplating the structural modification of
quercetin, and four different proposals for the conjugation of the structurally modified quercetin
with the surface of the silica nanoparticles. In addition, the synthesis of silica nanoparticles was
carried out, evaluating their morphological characteristics, images, and Z potential. Among the
carried-out studies, quercetin adsorption on the surface of the nanoparticles was also evaluated,

obtaining a low percentage of adsorption.

In summary, it is inferred that covalent bonding would be the best option for the conjugation
of this flavonoid-silica nanoparticles, maintaining the quercetin structure that exerts antioxidant

activity intact, and thus the conjugated system could potentially exhibit photoprotective activity.
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1. INTRODUCCION

La emergente disciplina de los nanomateriales farmacéuticos requiere de la aplicacion de
principios quimicos y fisicos involucrados en la ciencia de los materiales, a los desafios en areas
como la administracion de farmacos, la estructura y las propiedades de los polvos y la fabricacion
y procesamiento de sistemas de particulas para su uso en nuevas formulaciones [1-3]. Las
nanoparticulas (NP) se han utilizado para incorporar (por oclusion [4], adsorcion no covalente [5]
y union covalente [6]) diferentes moléculas, tales como: farmacos [7], fotosensibilizadores [8],
biomoléculas [9], antioxidantes [10] y otros [11] y liberarlos posteriormente. Las nanoparticulas
se han preparado con frecuencia utilizando biomoléculas (proteinas [12], lipidos [13, 14]),

polimeros [15, 16], metales [17, 18] y 6xidos como la silice [19].

La silice u 6xido de silicio (SiO») es un material atractivo tanto para la quimica, la medicina
como para las ciencias farmacéuticas, puesto que es un material Opticamente transparente,
quimicamente inerte, mecanicamente estable, biocompatible, y la sintesis de nanoparticulas con
este material es relativamente fécil [20, 21]. Ademas, para la funcionalizacion de la superficie de

la silice se han reportado una amplia variedad de procedimientos de recubrimiento [22-24].

Dentro de los procedimientos mas utilizados se encuentra la preparacion de nanoparticulas
de SiO, mesoporosas (MSNP) recubiertas con grupos amino (AMSNP). Este tipo de NP
recubiertas se han utilizado para la adsorcidon, estabilizacion y separacion de compuestos
carboxilicos y fendlicos (por ejemplo, los flavonoides) mediante interacciones de enlaces de

hidrogeno [25, 26].
Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenolicos de origen natural, ampliamente distribuidos en
el reino vegetal [27-29], encontrandose predominantemente en frutas citricas [27], hierbas [27],
hojas de té [28], legumbres [27], frutas y vegetales [29,30]. Se han identificado mas de 4.000 de
estos compuestos, los cuales son clasificados de acuerdo a su estructura quimica en flavonoles,

flavonas, antocianinas, flavanonas, flavanos ¢ isoflavonas, entre otros.

El organismo humano no es capaz de sintetizar flavonoides, por lo que deben ser consumidos
en la dieta (frutas y vegetales) [30-33]. La estructura basica de estos compuestos deriva del anillo

benzo-y-pirano, especificamente, a un esqueleto hidrocarbonado del tipo Cs-Cs-Cs (difenilpirano),
11



compuesto de dos anillos bencénicos (A y B) ligados a través de un anillo pirano (C) [29,32,34]

(Figura 1).

Figura 1. Estructura basica de un flavonoide.

En la naturaleza, estos compuestos se pueden encontrar en forma de agliconas (estructura
libre), como sulfatos y algunas veces como dimeros y polimeros, pero principalmente como

glicosidos.

En humanos, han demostrado tener efectos benéficos para la salud, siendo potenciales
agentes antidiabéticos [28,35] con actividad sobre el sistema cardiovascular y proteccion de la
actividad vascular y hepatica [29]. Ademads, participan en mecanismos antiinflamatorios y
analgésicos [36], siendo también importantes agentes anticancerosos [28,29,37]. Adicionalmente
las isoflavonas, dada su estructura, pueden ser importantes agentes en el tratamiento de la

osteoporosis y la terapia de reemplazo hormonal [38].

A nivel farmacologico estos compuestos destacan por sus propiedades antioxidantes,
logrando inhibir procesos de peroxidacion lipidica, presentando efectos antimutagénicos y
capacidad de inhibir diversas enzimas [39]. Por esta razon, desempefian un papel esencial en la
proteccion contra el dafio oxidativo producido por radicales libres y especies reactivas de oxigeno

y/o nitrégeno (ROS y RNS, respectivamente).
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En las plantas, flavonoles como morina, quercetina, y otros, actlan como enzimas
inhibidoras, proporcionan color, textura y también son agentes con actividad reductora, actividad

antifungica y bactericida [29,40].

Quercetina

La quercetina (2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-cromen-4-ona) (Figura 2) es un
flavonol presente en frutas, vegetales y plantas como manzanas, cebollas y sauco [41]. Se han
descrito varias propiedades beneficiosas para este compuesto, entre ellas anticancerigenas [42],
antiinflamatorias [43] y de proteccion cardiovascular [44-46]. Ademas, la quercetina ha mostrado
interesantes efectos protectores contra la radiacion UV-B [47-48], por lo tanto, su incorporacion
en la formulacion de potenciales medicamentos y/o cosméticos puede ser beneficiosa para la
salud de la piel. Sin embargo, su aplicacion tecnoldgica (formulaciones farmacéuticas y
cosméticas) es limitada porque este compuesto polifendlico es sensible a varios factores

ambientales como la luz, el oxigeno y el pH, entre otros [49].

OH
OH

HO o)

OH
OH O

Figura 2. Estructura quimica de quercetina

Nanoparticulas de silice y su uso

La silice (Si0,) es un sistema interesante para investigar reacciones interfaciales ya que es

facilmente funcionalizable y como nanoparticula presenta un area especifica elevada [50]. En las
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ultimas décadas, la utilizacion de nanoparticulas de silice (SNPs), como sistemas de

administracion de farmacos, ha sido de interés en la investigacion farmacéutica.

Diversos estudios han demostrado que los vehiculos porosos de silice podrian ser utilizados
en el desarrollo de formas farmacéuticas para moléculas de baja solubilidad en agua [51]. Esto,
debido a que las nanoparticulas de silice poseen caracteristicas Unicas, tales como: facilidad de
preparacion, una apropiada biocompatibilidad (via topica), gran area superficial especifica, un
volumen de poros y un tamafio de poro regulable, con una distribucion estrecha, presentando
también alta estabilidad quimica y fisica [52]. La presencia de poros permite una gran area
superficial, la cual puede ser modificada con relativa facilidad, posibilitando la adsorcion,
conjugacion y encapsulacion de diversas moléculas de interés farmacolédgico y el posible control

de su liberacion [53].

Desde que Stober y colaboradores [52], desarrollaron un método simple de obtencion de
nanoparticulas de silice, a través de la policondensacion de tetraetilortosilicato (TEOS) en un
medio alcoholico catalizado por amoniaco, se ha visto un aumento en los estudios sobre la
cinética y elucidacion de mecanismos que expliquen la morfologia y la incidencia de ciertos
parametros como temperatura, concentracion de TEOS, amoniaco o tipo de solvente sobre el

tamafio de particula [52-56].

Nanoparticulas de silice como plataforma para el transporte de activos

Varios trabajos han mostrado la factibilidad de utilizar nanoparticulas como sistemas de
estudio para incluir moléculas antioxidantes. Parida y colaboradores [57,58], investigaron el
comportamiento de adsorciéon de algunos pigmentos cationicos sobre el gel de silice con y sin
modificacion superficial. Los resultados muestran que las caracteristicas de la superficie
promueven una diferente orientacion de los pigmentos y ademds reducen el area superficial
debido a la modificaciéon quimica. Por otra parte, Bardina y colaboradores [59], estudiaron las
propiedades de adsorcion sobre el gel de silice antes y después de la modificacion de su

superficie con polietilenglicol (PEG).

Etienne y Walcarius [60], investigaron la reactividad quimica y estabilidad de las superficies
de silice funcionalizadas con grupos aminopropil en medio acuoso, determinando la importancia
del pH para mantener la estabilidad del sistema. Parida y colaboradores [61], estudiaron la

adsorcion de moléculas orgénicas sobre superficies de silice, la cual ya ha demostrado poder
14



actuar como base para la sintesis de polimeros de alto peso molecular y biomoléculas de
importancia médica. Hassanien y Abou-El-Sherbini [62], sintetizaron y caracterizaron silice
porosa funcionalizada con morina, determinando la utilidad de este sistema, por ejemplo, en

metodologias de preconcentracion para la extraccion de metales en aguas residuales.

Zhang y colaboradores [10] informaron respecto a la utilizacion de particulas magnéticas de
hierro modificadas con silice superficial para la adsorcion de flavonoides desde extractos de
raices de Glycyrrhiza uralensis Fisch. Ambati y colaboradores [63], propusieron la utilizacion de
nanoparticulas de silice como vehiculo de la enzima catalasa, evaluando la incorporacion,
actividad antioxidante y cesion de estas enzimas en la nanoparticula. Cao y colaboradores [64]
compararon la biodisponibilidad oral de silimarina formulada en nanoparticulas porosas de silice
sin modificacion superficial. También se han realizado estudios para la utilizacion de
nanoparticulas mesoporosas de silice en medicina, para la entrega de farmacos y genes, debido a

la unioén que se da entre la silice y el extremo de SiRNA [65-67].

Berlier y colaboradores [68] utilizaron NPs de silice mesoporosa MCM -41 como vector para
el uso del glucosido rutina en formulaciones tdpicas, logrando sintetizar, caracterizar y
funcionalizar la superficie con éxito, mediante grupos aminopropil; sin embargo, la actividad
antioxidante de la rutina no se vio mejorada al ser incluida en este vehiculo; es mas, se vio
disminuida cuando se incorpora en MCM-41 funcionalizada. Sapino y colaboradores [69]
utilizaron nanoparticulas mesoporosas de silice como nanotransportadores topicos para la entrega
de quercetina; siendo estos resultados prometedores para un futuro sistema de entrega de activos

en formulaciones tdpicas.

Los estudios informados respecto a la inmovilizaciéon de polifenoles en nanoparticulas de
silice con fines farmacéuticos y/o cosméticos siguen siendo limitados. La importancia de
incorporar polifenoles a nanoparticulas radica principalmente en la baja hidrofilicidad de éstos,
ademas de la exposicion a factores externos, que generan inestabilidad quimica, cuando se

administran.
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2. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

En base a los antecedentes, este trabajo propone modificar la superficie de nanoparticulas de
silice mediante la funcionalizacion superficial con quercetina, con el objetivo de obtener un
nanomaterial antioxidante y que en el futuro pueda ser utilizado en formulaciones farmacéuticas
con actividad fotoprotectora. Se proponen estrategias sintéticas para la obtencion de derivados de
quercetina que permitan la unidon covalente de este polifenol a la superficie de la silice. Ademas,
se comparara esta estrategia con un nanomaterial de silice de iguales caracteristicas, pero en el

cual, la quercetina ha sido adsorbida a su superficie.

Para la modificacion del flavonoide se proponen dos estrategias sintéticas (Figuras 3 y 4), las
cuales seran monitoreadas mediante cromatografia de placa fina TLC, y también por

espectroscopia, tanto RMN-H' como C" y espectroscopia infrarroja.

Ambas propuestas siguen pasos similares de sintesis, esto es, proteccion, funcionalizacion y
desproteccion de los grupos hidroxilos. La primera propuesta, como se observa en el esquema de
la Figura 3, consiste en la proteccion de los hidroxilos (OH) presentes en la estructura de la de
quercetina, a excepcion del que se encuentra en el carbono 5 del anillo A (Figura 1), luego la
funcionalizacién con un grupo silil utilizando para ello 3-(trietoxisilil)propil isocianato, y
finalmente, la desproteccion de los hidroxilos protegidos anteriormente, obteniéndose de esta

forma, una quercetina silil funcionalizada.

La segunda ruta sintética, incluye también la proteccion de los hidroxilos (OH) de la
quercetina, excepto el OH ya mencionado anteriormente (hidroxilo en C5 de anillo A). Luego, se
propone realizar una reaccion de Williamson sobre el hidroxilo que se encuentra libre, para
incluir una cadena metilénica de largo variable con un acido carboxilico terminal, obteniendo un
derivado 4cido de quercetina, seguido de la desproteccion de la molécula para que posteriormente
reaccione con el (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES). De ser posible la obtencion de la
molécula modificada, el siguiente paso es la funcionalizacion a la nanoparticula. Ademas,
proponemos utilizar en la reaccion de Williamson, compuestos de distinto largo de cadena (por
ejemplo, 4, 6 u 11 carbonos) con lo cual se podria espaciar la quercetina de la superficie de la
nanoparticula, permitiendo establecer cudl es la distancia adecuada para maximizar la capacidad

antioxidante del nanomaterial desarrollado.
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3. HIPOTESIS

El desarrollo de estrategias sintéticas permitira funcionalizar quercetina para su conjugacion
en nanoparticulas de silice, estabilizando este flavonoide, pudiendo generar en el futuro un
nanosistema que, dadas sus propiedades antioxidantes, pueda ser utilizado en formulaciones

fotoprotectoras.

4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar estrategias de sintesis para la conjugacion de quercetina en nanoparticulas de silice.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Proponer rutas sintéticas para la funcionalizacion de quercetina con silanos.
v Proponer metodologias experimentales para las rutas sintéticas.
v' Identificar espectroscopicamente las moléculas sintetizadas.

v" Sintetizar nanoparticulas de silice core-shell para la conjugacion y adsorcién de
quercetina.

v" Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas (con y sin quercetina) en funcion del tamafio y
su distribucion, potencial zeta e imagen.
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5. MATERIALES

5.1. Reactivos

Quercetina dihidrato (QUER, >95%) (Sigma-Aldrich), Tetraetilortosilicato (TEOS, 98%)
(Sigma Aldrich), (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES, > 98%) (Sigma-Aldrich), Bromuro de
bencilo (Sigma-Aldrich), carbonato de potasio (Sigma-Aldrich), carbonato de cesio (Sigma-
Aldrich), alcohol bencilico (Sigma-Aldrich), N, N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) (Sigma-
Aldrich), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Sigma-Aldrich) fueron utilizados tal cual se
recibieron, sin tratamiento previo. El acido 6-bromohexanoico (Sigma-Aldrich) y el acido 4-
bromobutirico (Sigma-Aldrich) debieron protegerse para ser utilizados en las reacciones. El 4cido
clorhidrico fumante (HCI, 37%), trietilamina (TEA,99 %), bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB, 97 %) y el hidroxido de amonio (NH4OH, 28-30%) fueron comprados a J.T. Baker y

utilizados tal como se recibieron.

5.2. Solventes

Los solventes empleados fueron: etanol grado HPLC, agua Milli-Q, DMF, THF, cloroformo,
acetato de etilo, bencina de petroéleo y agua destilada. Todos se usaron sin purificacion,
exceptuando el agua, que se purifico mediante un Sistema Milli-Q Plus Millipore, para obtener

agua bidestilada.
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6. INSTRUMENTACION

6.1. Tamaiio de particula y potencial zeta

Las medidas de tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas se obtuvieron mediante el
analizador Zetasizer Nano Z controlado por el programa Zetasizer software (Malvern, Reino

Unido).

6.2. Microscopia electronica de barrido

Las imagenes de las nanoparticulas fueron obtenidas con un Microscopio Electronico de

Barrido FEI™ Inspect modelo F50, con un voltaje de aceleracion de 10.000 kV.

6.3. Cromatografia liquida de alta eficiencia

La cuantificacién de quercetina se realizd6 mediante un HPLC Shimadzu LC-20AT con
detector de arreglo de diodos (DAD), un desgasificador DGU-20AS5R, un autosampler SIL-20A y
un horno CTO20A/20AC, utilizando una columna Chromolith RP-18e de 100 x 4,6 mm de

diametro interno y un tamaiio de particula de Sum.

6.4. Centrifuga

Durante la preparacion de todas las nanoparticulas se utilizd una centrifuga marca Hermle,

modelo Z326K.

6.5. Resonancia magnética nuclear de protones, carbono 13 y Dept

Todos los espectros se obtuvieron de un equipo Bruker modelo ADX-300. Estos espectros
fueron analizados mediante el programa de analisis de espectros MestreNova. Los espectros estan

referenciados en base a CD;Cl.
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7. METODOLOGIA

En una primera etapa se planificaron las posibles rutas sintéticas para el logro del objetivo
propuesto en este trabajo. De esta forma, se plantearon dos esquemas sintéticos para la

funcionalizacion de quercetina y otros para la posterior unidon con las nanoparticulas de silice.

7.1 Esquemas de las rutas sintéticas y sus protocolos de sintesis.
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Figura 3. Esquema general de la primera propuesta de ruta sintética.
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7.2 Propuestas de protocolos de sintesis de las estrategias presentadas

7.2.1 Protocolos de sintesis para esquema de la primera propuesta (Figura 3)

7.2.1.1. Sintesis de 2-(2,2- difenilbenzo[d][1,3] dioxol-5- il) -3,5,7- trihidroxi-4 H-cromen-4-
ona. (B) [70]

En un balén se mezcla 302 mg de quercetina (1 mmol) y 20 ml de difenil éter. A esta mezcla se
agregan 354 mg de diclorodifenilmetano (1,5 mmol) y se calienta a 175°C por 30 minutos. Se
utiliza agitacion magnética para favorecer la disolucion.

La mezcla es enfriada a temperatura ambiente y se agrega 50 ml de éter de petréleo para obtener
un compuesto sélido.

Luego el compuesto solido es filtrado y purificado utilizando columna cromatografica (25%

acetato de etilo en éter de petroleo) para obtener el compuesto B como un sélido amarillo.

7.2.1.2. Sintesis de 2-(2,2- difenilbenzo[d][1,3] dioxol-5- il)-5- hidroxi -3,7-

bis(metoximetoxi)- 4H-cromen-4-ona. (C) [70]

En un baldn se agrega 1,28 ml de clorometil metil éter (16,84 mmol) a una mezcla que contiene
1,96 g del compuesto B (4,21 mmol) y 2,45 g de K,CO; (17,68 mmol) en acetona seca a
temperatura ambiente. Se utiliza agitacion magnética para favorecer la disolucion.

La mezcla de reaccion se somete a reflujo suave durante 6 horas.

Luego de enfriar a temperatura ambiente, el producto de reaccion se filtra.

El solvente es removido por destilacion a presion reducida, seguido de la purificacion del residuo
en una columna cromatografica de silica gel (20% de acetato de etilo en éter de petroleo)

obteniendo el compuesto C como un s6lido amarillo.
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7.2.1.3. Sintesis de 2-(2,2,-difenilbenzo|d][1,3] dioxol-5-il)-3,7-bis(metoximetoxi)-4-oxo0-4H-
cromen-5-il (3-(trietoxisilil)propil)carbamato. (D) [71]

A una solucion de 1,5 ml del compuesto C (19.75 mmol) y 2,35 ml de trietilamina seca (17,85
mmol) en 10 ml de diclorometano, enfriada en un bafio de hielo, se agrega gota a gota una
solucion de 4,45 ml de 3-(trietoxisilil) propil isocianato (17,85 mmol) en 5 ml de diclorometano.

Luego de agitacion continua durante 24 horas a temperatura ambiente, la solucion resultante se

destila a presion reducida, para evaporar el solvente obteniendo el compuesto D.

7.2.1.4. Sintesis de 2- (3,4- dihidrofenil)-3,7-bis(metoximetoxi)-4-0xo0-4 H-cromen-5-il (3-
trietoxisilil) propil) carbamato. (E) [70]

A una solucién de 100 mg del compuesto D (0,18 mmol) disuelto en etanol (10 ml) y THF (10
ml) se agrega Pd/C (10%, 2mg) ayudado de agitacion vigorosa.

Luego, la atmosfera del recipiente es cambiada por hidrégeno.

Después de 8 horas, la mezcla de reaccion se filtra a través de celite y se concentra el filtrado.

El crudo de reaccidn se pasa por una columna cromatografica de silica gel (50% acetato de etilo

en éter de petroleo) para obtener el producto purificado como un sélido amarillo.

7.2.1.5. Sintesis de 2-(3,4,-dihidroxifenil)- 3,7- dihidroxi- 4-oxo- 4H-cromen-5-il (3-
(trietoxisilil)propil) carbamato (F). [70]

Se agrega acido clorhidrico (1 ml) a una soluciéon que contiene 404 mg del compuesto E (1
mmol) en una mezcla de diclorometano (5 ml) y éter (5 ml) a una temperatura de 0°C. La
solucion se mantiene en agitacion constante.

La mezcla de reaccion se deja entibiar a temperatura ambiente y continia con agitacion por 6
horas.

Luego la mezcla de reaccion se diluye con una gran cantidad de acetato de etilo y se lava con
agua y solucion de NaCl.

La fase organica se deja secar con MgSO,, se filtra, se concentra y luego el crudo de reaccion se
purifica mediante columna cromatografica (50% acetato de etilo en éter de petroleo)

obteniéndose el producto final.
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7.2.2 Protocolos de sintesis para esquema de la segunda propuesta (Figura 4).

7.2.2.1. Sintesis de 3,7-bis(benciloxi)-2-(3,4-(benciloxi) fenil)-5-hidroxi-4H-cromen-4-ona
D). [72]

En un baldn de 250 ml se disuelve 1g de quercetina I (3,3 mmol) y 1,89 g de K,COs

(13,6 mmol) en 20 ml de DMF a una temperatura de 0°C. Se utiliza agitacion magnética para
favorecer la disolucion.

Luego de agitar por 5 minutos bajo atmoésfera de nitrogeno, se agrega 1,6 ml de bromuro de
bencilo (13,6 mmol) y se continiia con agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente.

A la solucion resultante se le agrega agua destilada, luego se separan las fases con acetato de etilo
y se lava la fase orgénica con agua y solucion saturada de NaCl.

La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se destila el solvente a sequedad. El
residuo se purifica mediante columna cromatografica de silica gel utilizando cloroformo como
fase movil.

El producto obtenido corresponde a un polvo amarillo.

7.2.2.2. Sintesis de 6-bromohexanoato de bencilo (III) [73]

En un balén se agrega 4,33g de 4cido 6-bromohexanoico (22,2 mmol) y 0,32 g de DMAP (2,6
mmol) en THF (40 ml) formandose una solucion ligeramente opalescente, la cual se agita (con
agitador magnético) y se enfria a 0°C. Posteriormente se agrega a la mezcla 1,9 ml de alcohol
bencilico (18,5 mmol) seguido de 3,5 ml de DIC (22,2 mmol) en THF (10 ml) bajo atmdsfera de
nitréogeno.

Luego de 30 minutos a 0°C, se remueve el bao de hielo y la reaccion se entibia a temperatura
ambiente (15 minutos aprox.) continuando con agitacion por 4 horas.

La reaccion se detiene mediante la adicion de agua destilada (10 ml) y luego se remueve el
solvente.

El residuo ligeramente aceitoso y los cristales de color blancos son llevados a una mezcla de
acetato de etilo y agua (1:1) y luego se realizan sucesivos lavados con una solucion de

bicarbonato de sodio.
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Una vez evaporado el solvente de la fase orgédnica se obtiene un residuo aceitoso, el cual se
purifica mediante columna cromatografica de silica gel (acetato de etilo-hexano 1:9) obteniendo
un aceite incoloro.

7.2.2.3. Sintesis de 4-bromobutanoato de bencilo (I11*) [73]

El

1

Figura S. Estructura quimica 4-bromobutanoato de bencilo.

En un balén se agrega 3,73 g de acido 4-bromobutirico (22,2 mmol) y 0,32 g de DMAP (2,6
mmol) disueltos en THF (40 ml), formandose una solucion de color rosado claro y opalescente, la
cual se agita y enfria a 0°C. Posteriormente se agrega 1,9 ml alcohol bencilico (18,5 mmol)
seguido de 3,5 ml de DIC en THF (10 ml) bajo atmosfera de nitrégeno.

Luego de 30 minutos a 0°C, se remueve el baio de hielo y la reaccion se entibia a temperatura
ambiente (15 minutos aprox.) continuando con agitacion por 4 horas.

La reaccion se detiene mediante la adicion de agua destilada (10 ml) y luego se remueve el
solvente.

El residuo ligeramente aceitoso y los cristales blancos/rosados son llevados a una mezcla de
acetato de etilo y agua (1:1) y se realizan sucesivos lavados con una solucion de bicarbonato de
sodio. Se evapora el solvente de la fase orgéanica obteniéndose un residuo aceitoso ligeramente
rosado. El compuesto se purifica mediante columna cromatografica de silica gel (acetato de etilo-

hexano 1:9) obteniendo un aceite ligeramente rosado (casi incoloro).
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7.2.2.4. Sintesis de Bencil 6-((3,7-bis(benciloxi)-2-(3,4-(bis(benciloxi)fenil) -4-0x0-4-cromen-
5-il)oxi) hexanoato. (IV). [72]

En un balén de 250 ml se disuelve 1,2 g del compuesto II (1,8 mmol) y 3,52 g de Cs,COs (10,8
mmol) en 20 ml de DMF a temperatura ambiente.

Luego de agitar por 30 minutos con agitacion magnética, bajo atmoésfera de nitrégeno, se agrega
2,6 g del compuesto III (9,11 mmol) a la mezcla de reaccion y se contintia agitando por 24 horas.
A la solucion resultante se le agrega agua destilada y luego acetato de etilo, lavando la fase
organica con agua destilada y solucidn de cloruro de sodio.

La fase organica es secada con sulfato de sodio anhidro y concentrada mediante destilacion a
presion reducida.

El residuo se purifica por columna cromatografica de silica gel utilizando cloroformo como fase

movil, obteniendo el compuesto deseado como un so6lido de color damasco/amarillo palido.

7.2.2.5. Sintesis del acido 6-((2-(3,4-dihidroxifenil)-3,7-dihidroxi-4-0x0-4 H-croman-5-
il)oxi)hexanoico (V). [72]

A una solucion del compuesto IV (0,11 mmol) se le agrega 10% Pd/C (40 wt%) agitandose por 6
horas a temperatura ambiente bajo atmosfera de hidrogeno.

La solucion resultante es filtrada a través de celite y concentrada al vacio.

EL residuo se purifica usando columna cromatografica de silica gel con cloroformo/metanol

como fase movil.
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7.2.2.6. Sintesis de 6-((2-(3,4-dihidroxifenil)-3,7-dihidroxi-4-o0x0-4 H-croman-5-il)oxi)-/V-(3-
(trietoxisilil)propil)hexanamida. (VI). [74]

En un balon de fondo redondo de 3 bocas se agrega 0,05 mmol del compuesto V, 50 ml de
diclorometano y 0,1 mol de trietilamina. La mezcla de reaccion se pone en bafio agua-hielo con
agitacion magnética, luego se agrega 0,1 mol de etil cloroformato gota a gota y se agita por 2
horas a temperatura ambiente.

Luego se agrega 0,1 mol de APTES gota a gota, manteniendo la mezcla de reaccién en bafio
agua-hielo con agitacion, posteriormente la mezcla contintia agitandose por 6 a 8 horas a
temperatura ambiente.

Los solventes son removidos a presion reducida.

El residuo obtenido se deposita en 100 ml de agua muy fria y se agita por 10 minutos.

El solido obtenido luego de filtrar se recristaliza en agua para obtener el compuesto VI.

7.3 Sintesis de nanoparticulas de silice con capa mesoporosa, modificada
superficialmente con grupo amino.

La sintesis de nanoparticulas de silice solidas se realizd basandose en la reaccion de Stober
[52-56]. Para esto, en un balon de fondo redondo de 250 ml se agregan, 88 ml de etanol y 6 ml de
agua Milli-Q, los cuales se mantuvieron en agitacion por 5 minutos, luego 2,6 ml de hidréxido de
amonio fueron agregados y se continud agitando por 15 minutos. Luego se agregaron 3,4 ml
TEOS gota a gota y se dejo reaccionar durante 4 horas con una agitacion de 850 rpm a
temperatura ambiente. Las nanoparticulas obtenidas, se recolectaron centrifugando a 8500 rpm y
se realizaron sucesivos lavados con etanol y agua intercaladamente, centrifugando luego de cada
lavado y suspendiendo las nanoparticulas en el solvente que corresponde al siguiente lavado.
Finalmente, después del ultimo lavado con etanol, se secaron y almacenaron para continuar la

sintesis.

Para formar la capa mesoporosa, en un balén de 250 ml, se disolvieron 4 g de CTAB en 50
ml de agua Milli-Q. La mezcla se calienta a bafio maria a 80°C y se agita por 1 hora, luego se

agregaron 60 pl de TEA y se mantuvo la agitacion hasta total disolucion (1 hora
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aproximadamente). Posteriormente se agregaron 840 mg de las nanoparticulas y se agitdé por 1
hora a temperatura ambiente. Luego la suspension se calentd hasta 80°C, se adicionaron 400 ul de
TEOS gota a gota y se agitd durante 1 hora y 30 minutos a 80°C. Finalmente, las nanoparticulas
obtenidas se centrifugaron y fueron suspendidas en etanol (100 ml) en un baldén con agitacion
magnética, se agregaron 10 ml de HCI al 37% y se dejo en agitacion durante una noche en
condiciones de reflujo, 80°C por unas horas (3 a 4 horas). Transcurrido el tiempo, se
centrifugaron las nanoparticulas y se lavaron varias veces con etanol, para eliminar cualquier

rastro de HCI.

La funcionalizacion de las nanoparticulas con el grupo aminopropil se realizé suspendiendo
las nanoparticulas en 100 ml de etanol utilizando un matraz de fondo redondo y agregando 2 ml
de APTES. Se mantuvo en agitacion durante 4 horas a 40°C y luego durante una noche solo con
agitacion a temperatura ambiente. Las nanoparticulas fueron lavadas con sucesivos volumenes de

etanol y luego del tultimo lavado suspendidas en 63 ml de etanol.

Se tomo una alicuota de 500 ul de la suspension anterior, agregandola a un frasco de masa
conocida. Esta se dejo secar en una placa calefactora, y luego por diferencia de masas se obtuvo
la cantidad de nanoparticulas en ese volumen, 9 mg, y se extrapola a los 63 ml, obteniendo 1134
mg, de nanoparticulas. Para adsorber quercetina sobre las nanoparticulas, guidndose por la
proporcion 100 mg de nanoparticulas por 20 mg de quercetina, se calcularon 226 mg de
quercetina, los cuales se agregaron junto a las nanoparticulas a un balén, suspendiéndolas en un
volumen de 75 ml con etanol, agitando la suspension durante una noche. Luego se centrifuga y se
guarda el sobrenadante de volumen conocido, se realiza un segundo lavado con etanol (40 ml) y
también se guarda el sobrenadante, las nanoparticulas se dejan secar para experiencias

posteriores.
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7.4. Adsorcion y evaluacion de quercetina en nanoparticulas.

Los experimentos de adsorcion realizaron mediante el modo batch, para obtener la eficiencia
de incorporacion (EE%) y eficiencia de carga (DL%). Previamente en el laboratorio, se
establecieron las condiciones dptimas para este tipo de experimentos. Se preparé una solucion
stock de 2 mg ml™" de quercetina, luego se tom6 un volumen requerido y se afiadieron a 30 ml de
una suspension de nanoparticulas en un frasco de vidrio (50 ml). Después de la adicion de la
alicuota de quercetina, la suspension se mantuvo bajo agitacion hasta alcanzar el equilibrio y
subsecuentemente se centrifugaron a 8000 rpm por 20 minutos, luego se extrajo una alicuota de
sobrenadante para su analisis por HPLC con el fin de determinar la cantidad de quercetina no

adsorbida.

La eficiencia de encapsulacion (%EE) y el porcentaje de carga de farmaco (%DL), se

determinan utilizando las siguientes férmulas:

Y

C,
%EE = %100

C,—C,
%DL=————%x100
Peso total

Donde C; y C, son las cantidades de compuesto inicialmente agregadas en las nanoparticulas
desarrolladas y la cantidad de compuesto no encapsulado determinada por el método HPLC,
respectivamente. El peso total es la cantidad total de nanoparticulas y compuesto en la

preparacion final.
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7.5. Caracterizacion de nanoparticulas.

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé midiendo el tamafio, la distribucion de
tamaio y el potencial Zeta. También fueron caracterizadas utilizando microscopia electronica de

barrido (SEM).

Para realizar las mediciones del tamafo, distribucion y potencial zeta en el equipo Zetasizer,
las muestras se diluyeron veinte veces en etanol, agua y soluciones tamponadas a diferentes pH.
Se utilizd microscopia electronica de barrido (SEM) para observar la morfologia de las
nanoparticulas, su tamafio y distribucion. Para ello se suspendieron las nanoparticulas en etanol y
se tomo un alicuota la cual fue llevada a una grilla de cobre, se agregd acido fosfotingstico 0,5 %
y se dejaron secar por 24 h. Finalmente las grillas con las muestras fueron observadas en el

microscopio electronico de barrido (SEM).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Funcionalizacion selectiva de quercetina.

Quercetina es un flavonoide que ha sido ampliamente estudiado, dadas sus propiedades
terapéuticas derivadas de su significativa capacidad antioxidante. Esta capacidad antioxidante es
atribuible a los grupos hidroxilo que presenta en su estructura, principalmente al catecol del anillo
B (Figura 1 y 2), al hidroxilo en el carbono 3 del anillo C (Figura 1 y 2) y a la conjugacion de la
cetona del carbono 4 con el doble enlace presente en ese mismo anillo, por lo que las estrategias
propuestas en estudio para unir en forma covalente este polifenol a la superficie de una
nanoparticula de silice, debe considerar mantener la mayor cantidad de esos grupos hidroxilo
libres para no modificar o alterar en forma significativa la capacidad antioxidante de este

compuesto [75-76].

En literatura se ha evidenciado que las modificaciones generalmente se realizan en los
hidroxilos mas disponibles como, por ejemplo, los del catecol del anillo B [70,76-79], lo que en
teoria modificaria la capacidad antioxidante del flavonoide (aumentdndola o disminuyéndola,
dependiendo de si se incorporan grupos donadores o aceptores de electrones). Por ello se
determino que la funcionalizacion debia realizarse en el OH del carbono 5 del anillo A (Figura 1)
evitando la formacion del puente de hidrogeno formado con la cetona, dejando disponibles estos
sistemas para que ejerzan su actividad antioxidante. Con estas consideraciones nuestra propuesta

es proteger todos los grupos hidroxilos a excepcion del correspondiente al carbono 5 del anillo A.

Figura 6. Cambio estructural de quercetina debido a la reaccién con bromuro de bencilo.
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De acuerdo a las estrategias sintéticas propuestas, solamente se pudo realizar en forma
experimental la sintesis de la segunda propuesta, dada la dificultad en el traslado desde el
extranjero de uno de los reactivos claves en la funcionalizacion de la quercetina de la primera
estrategia, 3-(trietoxisilil)propil isocianato. Por esta razon, se escogié trabajar con la segunda

opcidn, la cual parecia ser mas sencilla, pero experimentalmente complicada de ejecutar.

Esta proteccion se realizé basdndose principalmente en el estudio de Kato y colaboradores
[72], en el cual realizan protecciones de los hidroxilos para obtener finalmente derivados
glicésidos de quercetina, el rendimiento de esta proteccion es de 65%, lo que en este caso resulta
ser un poco menor, alrededor de 50-60 %, ya que la reaccion fue realizada en distintas ocasiones
para asi contar con suficiente compuesto. Segin Kajjout y Rolando [79] la reactividad
nucleofilica de los hidroxilos de la quercetina obedece a la siguiente secuencia: 3>>7>>5 para los
anillos C y A (posicion 3 y posiciones 5 y 7 respectivamente) y 4° >> 3’ para el anillo B dando
acceso especifico a los 5 grupos fendlicos. De acuerdo con esto y con las cantidades
estequiométricas utilizadas, se puede predecir que la proteccion sera selectiva (Figura 6). De esta
reaccion se obtuvo como producto un polvo amarillo, que luego de su purificacion en columna de
silica gel utilizando cloroformo como fase movil, fue monitoreado cualitativamente mediante
placa TLC al compararlo con el precursor, quercetina, y el grupo protector, bromuro de bencilo,
observando su separacion y purificacion por este medio. Se analizd por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, carbono 13 y DEPT, obteniéndose los siguientes espectros en los

cuales se evidencia la proteccion esperada (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Espectro 'H NMR del compuesto II.



'H NMR (400 MHz, CDCls) § 12.54 ppm (s, 1H), 7.56 ppm (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.40 ppm (dd, J = 8.6, 2.1
Hz, 1H), 7.33 — 7.03 ppm (m, 20H), 6.80 ppm (d, /= 8.7 Hz, 1H), 6.28 ppm (dd, J = 10.7, 2.2 Hz, 2H),
5.08 ppm (s, 2H), 4.96 ppm (s, 2H), 4.89 ppm (s, 2H), 4.83 ppm (s, 2H).

En la Figura 7, se evidencia la proteccion de los hidroxilos, dado que, la unica sefial en el
espectro relacionada a un hidrogeno unido a oxigeno es la que corresponde al OH del carbono 5
del anillo A en 12,54 ppm. Las demas sefiales, como se puede observar en la lectura del espectro,
corresponden a los CH de la estructura bésica de la quercetina y a los CH alifaticos y aromaticos

correspondientes al grupo protector.

Las senales observadas para el producto corresponden a las reportadas para este compuesto

en la literatura. [72]
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Figura 8. Espectro "°C del compuesto II.
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3C NMR (101 MHz, CDCLs) & 178.91 (s), 164.57 (s), 162.20 (s), 156.80 (s), 156.40 (s), 151.23 (s), 148.36
(), 137.59 (s), 137.04 (s), 136.78 (s), 136.58 (5), 135.92 (5), 128.89 (s), 128.73 (s), 128.62 (s), 128.43 (s),
128.14 (s), 128.02 (s), 127.59 (s), 127.47 (s), 127.30 (s), 123.57 (s), 122.73 (s), 115.42 (s), 113.80 (s),
106.28 (s), 98.68 (s), 93.16 (5), 77.48 (), 77.16 (s), 76.84 (s), 74.46 (5), 71.21 (s), 70.98 (s), 70.55 (s).

Mediante este espectro y DEPT se puede corroborar la estructura quimica de la molécula

presentada respecto a los carbonos.

Al analizar los tres espectros se deduce que es la molécula correspondiente al compuesto I1.

8.2. Proteccion de haloacidos.

Se debe realizar con anterioridad la proteccion del acido carboxilico del &4cido 6-
bromohexanoico y del acido 4-bromobutirico, para posteriormente ser utilizados en la sintesis de
Williamson, la cual es necesaria para formar el compuesto IV, ya que, al ser utilizados sin estar
protegidos, la reaccion acido-base con el carbonato predominaba por sobre la reaccion de
sustitucion. La Figura 9 muestra el espectro correspondiente al 6-bromohexanoato de bencilo.
Para el otro acido, se utilizé el mismo protocolo de reaccion para formar el 4-bromobutanoato de

bencilo y solo se corrobor6 por placa TLC.
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Figura 9. Espectro 'H NMR del compuesto I11.

"H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.43 — 7.29 (m, SH), 5.12 (s, 2H), 3.39 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.38 (t, J= 7.4
Hz, 2H), 1.91 — 1.83 (m, 2H), 1.68 (dt, J=20.6, 7.5 Hz, 2H), 1.47 (tt, J = 9.9, 6.3 Hz, 2H).

Al observar el espectro de la Figura 9, se puede evidenciar la proteccion del acido 6-
bromohexanoico debido a la ausencia de la sefial caracteristica de los 4cidos carboxilicos, pero si
esta presente la senal del CH, y de los hidrogenos aromaticos del benceno correspondiente al
grupo protector. De acuerdo a lo planteado, el analisis de las placas TLC muestra diferencias con

los precursores. El compuesto obtenido corresponde a uno de tipo aceitoso incoloro.

Este mismo protocolo de sintesis puede también utilizarse para la proteccion de haloacidos
con distintos largos de cadena, los cuales se proponen utilizar con la finalidad de estudiar si el
largo de cadena puede influir en la disposicion de la quercetina en la superficie de la
nanoparticula y en el efecto antioxidante que puede tener frente a los ROS [80] generados por la
accion de los rayos UV en la piel [81] [82] [83], dado que al existir distintos largos de cadena en
una misma nanoparticula o tener varias nanoparticulas cada una con un largo de cadena en
particular, se puede tener “barreras” en distintos niveles contra las especies reactivas de oxigeno

y/o contra la radiacion UV directamente.
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8.3. Reaccion de Williamson.

La reacciéon de Williamson es complicada de realizar en este caso, debido a que debe
abstraerse el proton que participa en la formacion de un puente de hidrogeno con el carbonilo
presente en el anillo C de la estructura de la quercetina. Se realiz6 esta etapa utilizando
inicialmente NaH como base. En la Figura 10 se muestra el espectro correspondiente al producto
de esta reaccion, observandose que la muestra analizada estaba impura debido a las senales
presentes. Luego de varias pruebas experimentales con distintas bases y distintas cantidades de
equivalentes tanto de 4cido como de base usados, finalmente se lleg6 a la utilizacién de carbonato
de cesio como base, comprobandose la purificacion del compuesto solo por placa TLC (el
espectro quedd pendiente a pesar de haberse enviado la muestra debido a las circunstancias
actuales). De acuerdo con el estudio de Kato y colaboradores [72] se realizo una metilacion en el
hidroxilo del carbono 5 después de proteger los demas hidroxilos de la quercetina. Utilizando este
protocolo, es como se obtiene el compuesto IV, cambiando los reactivos K,CO; por Cs,COs y

yoduro de metilo por bromohexanoato de bencilo.
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Figura 10. Espectro '"H NMR del compuesto IV.
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Como se aprecia en la Figura 10, se evidencia un cambio en la estructura de la molécula al
compararla con los precursores II y III. Segun este espectro se puede asumir que la reaccion
transcurre segun lo propuesto, dado que ya no se observa la sefial del proton (entre 12 y 13 ppm)
que corresponde al hidroxilo del carbono 5 del anillo A (Figura 1) debido a la formacion del éter.
Ademas, respecto a las sefiales de los CH,, estas mantienen practicamente el mismo
desplazamiento quimico, a excepcion del CH, que correspondia al enlace del precursor a un
bromo, ya que luego pasa a estar enlazado a un oxigeno (é€ter), resultando en un aumento en el
desplazamiento quimico en relacion a los ppm en el espectro del 6-bromohexanoato de bencilo.
Dado esto, se puede inferir que el compuesto IV fue obtenido en forma satisfactoria, por lo que se
decide replicar la reaccion usando carbonato de cesio como base, y luego comparando los
productos obtenidos mediante cromatografia en placa fina (TLC), que permite de forma
cualitativa la separacion con los compuestos precursores, de los cuales ya se tenia un patron de

comparacion.

8.4. Estrategias de conjugacion de quercetina con nanoparticulas.

Respecto a las reacciones restantes del esquema (las cuales no se pudieron realizar por los
motivos mencionados anteriormente) se proponen algunas rutas a seguir, partiendo por la
desproteccion del compuesto IV, formando el compuesto V, y posterior reaccion con APTES
para la formacion del compuesto VI, obteniendo de esta forma la quercetina silil funcionalizada
(Figura 4). De acuerdo con lo que muestra la Figura 11, esta molécula al tener el grupo silil,
puede utilizarse de esa forma en la sintesis de las nanoparticulas, es decir, agregarla en lugar del
APTES [84], formando la nanoparticula con la quercetina ya fijada su superficie, por medio del
enlace covalente de la amida, compuesto X. Para saber si esto puede realizarse se podria
determinar el incremento en el tamafio de particula con respecto a la particula inicial, ya que
dependiendo del largo de cadena empleado se deberian observar diferencias en el tamafio de esta.
Ademas, podria medirse de forma indirecta la cantidad de compuesto VI que logrd recubrir el
nucleo de la nanoparticula de silicio y la determinacion de posibles cambios en el potencial Z de

la nanoparticula.
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Figura 11. Propuesta para la conjugacion del compuesto VI en la nanoparticula.

Otra opciodn para tener en consideracion corresponde a la propuesta del esquema de la Figura
12, en el cual se observa la reaccion del compuesto V con la nanoparticula recubierta con grupo
amino, formandose el enlace amida sobre la misma nanoparticula [85-86]. Para saber si existe la
formacion del compuesto X podria medirse tamafio de particula y potencial Z y también

medicion indirecta de la cantidad de compuesto V que reacciona con la nanoparticula.

[

Figura 12. Propuesta para la conjugacion del compuesto V en la nanoparticula modificada con

grupos amino.
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De acuerdo con la literatura la amida se podria obtener utilizando clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’- etilcarbodiimida (EDC) y N-Hidroxisuccinamida (NHS) como agentes
activantes [86-87].
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" OH M- ] ” _
1 Cl *NH Ho oL Lo . NH;
+ R + A C 2
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EDC N .
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Figura 13. Esquema para la formacion del enlace amida utilizando EDC y NHS como agentes

activantes.

La formacion del intermediario (O-acilurea) ocurriria mediante la reaccion de EDC con el
acido carboxilico de la quercetina modificada (compuesto V). Este tendria un mejor grupo
saliente que el hidroxilo del -COOH, facilitando el desplazamiento por el ataque nucleofilico de
la amina al carbono carbonilico. Es necesario que se acidifique el medio con HC1 0,1 N ya que la
EDC es mas eficiente a un pH de 4,5. Sin embargo, el intermediario O-acilurea es inestable en
medio acuoso, lo que podria impedir la reaccion con la amina e hidrolizarse, reconstituyéndose el
acido carboxilico. La adicion de NHS en la reaccion permitiria mejorar la eficiencia, ya que
reacciona con el intermediario O-acilurea formando un intermediario con mayor estabilidad en

medio acuoso, para la conjugacion con la amina de la ACMSNP.

Segun lo que se muestra en la Figura 14, suponiendo la formacién del compuesto F del
primer esquema de propuesta de ruta sintética (Figura 3), podria realizarse la reaccion de ese
compuesto directamente con la nanoparticula sin modificacion con grupo amino (NPs), siguiendo
el protocolo de sintesis de las nanoparticulas, para posteriormente agregar el compuesto F en

lugar de APTES, obteniendo asi el compuesto Y.
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Figura 14. Propuesta para la conjugacion compuesto F en la nanoparticula de silice

correspondiente la primera propuesta de ruta sintética.

Segun los resultados obtenidos en forma experimental y también de acuerdo a las propuestas
descritas para la conjugacion de quercetina en nanoparticulas de silice, la mejor opcion seria la
propuesta explicada por el esquema de sintesis de la Figura 4, dado que, a pesar de ser compleja
experimentalmente, si es factible realizarla en forma experimental ya que los reactivos son

relativamente féciles de adquirir.

La principal propuesta del trabajo es poder fijar en forma covalente la quercetina a la
superficie de la nanoparticula, para evitar que se degrade o pierda sus propiedades antioxidantes,
debido a que cuando la quercetina es adsorbida mediante interacciones electrostaticas puede tener
muy bajo porcentaje en comparacion a la unidn covalente sobre la nanoparticula [5], esto
claramente debe comprobarse experimentalmente, pero de acuerdo con la informacion obtenida
de estudios de esta misma linea investigativa, se podria suponer que se obtendrian mejores
resultados al estar estas moléculas unidas covalentemente a las nanoparticulas. Para ello, por un
lado, es necesario sintetizar las nanoparticulas y por otro, funcionalizar la quercetina, guidndose
por cualquiera de los dos esquemas de rutas sintéticas propuestos, aunque segun los resultados
obtenidos y basandose en como deberia ser al acoplamiento de estos dos fragmentos, lo Optimo
seria desarrollar la propuesta del esquema de la Figura 11, en el cual se hace reaccionar la

superficie de la nanoparticula con el compuesto VI, formando asi el compuesto X.
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La formacion de este compuesto X también puede realizarse siguiendo el esquema de la
Figura 12, pero, dado que la reaccion para formar la amida se realiza sobre la misma superficie de
la nanoparticula, podrian ocurrir reacciones secundarias o que los reactivos utilizados para esta
reaccion alteren de algin modo la superficie de la nanoparticula. También puede que ocurra
adsorcion de la quercetina sobre la nanoparticula en vez de unirse covalentemente a ella. Sin
embargo, de acuerdo con el esquema de la Figura 13, utilizando EDC y NHS como activantes
para la formacion de la amida, seria posible realizar la reaccion directamente sobre la superficie
de la nanoparticula. A pesar de esa posibilidad y debido a que la sintesis es mas sencilla, es que
este trabajo se inclina por el esquema de la Figura 11, dado que la formacion de compuesto X
ocurriria mediante agitacion de ambas partes en presencia de etanol, lo que en teoria no deberia
afectar a la quercetina funcionalizada ni al nucleo de las nanoparticulas y permitird el

recubrimiento que se desea lograr.

El objetivo del desarrollo de estas estrategias es contribuir a la investigacion de las
propiedades de nuevos vehiculos y excipientes antioxidantes, otorgando propiedades de estos
compuestos naturales a sistemas como las nanoparticulas. De esta forma, compuestos como la
molécula X y sus variaciones respecto al largo de cadena, dependiendo del haloacido que se
quiera utilizar o combinaciones de estos, pueden presentar potencialmente actividad
fotoprotectora, de ser asi, podrian utilizarse en la forma farmacéutica/cosmética apropiada para
este tipo de compuestos y ayudar a evitar un dafio mayor en la piel al utilizarlos como

fotoprotector.
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8.5. Caracterizacion de las nanoparticulas: tamafio, distribucion, potencial

superficial y morfologia.

El tamafio de las nanoparticulas de “nucleo solido y capa mesoporosa amino modificadas”
(ACMSNPs) es de 178 nm de diametro y una distribucion normal. Adicionalmente, se midio el
tamafio para las nanoparticulas sin modificacion superficial (CMSNPs), obteniendo un tamafio
promedio de 173 nm. Por otra parte, para las nanoparticulas con quercetina adsorbida el tamafio
promedio fue de 190 nm, lo que corrobora el aumento de tamafio esperado para las
nanoparticulas con y sin modificacion superficial y sin cambios importantes en el tamafio cuando
se adsorbe quercetina.

En la Figura 15, correspondiente a la imagen de la nanoparticula de centro s6lido con una
capa mesoporosa (CMSNPs), se observa que existe un centro bien definido, de un color
levemente mas oscuro y un margen que lo separa, de un marcado anillo, de un color mas tenue.
Esta descripcion, también se distingue en la Figura 16, que corresponde a las ACMSNPs-QUE .4
y se ajusta a la conformacion de una nanoparticula de tipo core-shell, asignandose este anillo
externo, a la capa porosa. El espesor promedio de la capa mesoporosa es de 37 nm y corresponde
a un 20% del diametro total de la nanoparticula, mientras que el nucleo sélido representa el 60%
del didmetro total. Las figuras corresponden a imégenes obtenidas por microscopia electronica de
barrido (SEM) de las nanoparticulas sintetizadas. Cada muestra se disperso en etanol, luego se

evaporo6 el solvente y se tratd con una pelicula de oro para su observacion.

Figura 15.

Nanoparticulas core-shell sin modificacion superficial. Nucleo s6lido con capa mesoporosa.
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Figura 16. Nanoparticulas de nucleo sélido con capa mesoporosa y quercetina adsorbida

Los tamafios determinados por DLS, para SNPs, CMSNPs y ACMSNPs son mayores que
aquellos encontrados en el SEM, sin embargo, el resultado que arroja el microscopio se considera
mas confiable, pues el DLS mide las particulas mientras estan en movimiento, por lo que solo
determina un diametro hidrodinamico. Ademads, podrian, generarse aglomeraciones entre ellas, a
diferencia del microscopio donde estas se encuentran fijas.

El potencial Z de las muestras estuvo dentro del rango de valores esperados, observandose
para las nanoparticulas superficialmente modificadas con APTES un valor promedio de +35 mV,
en comparacion con las nanoparticulas sin funcionalizar, cuyo potencial Zeta es de -50mV. Para
las nanoparticulas con quercetina adsorbida el valor promedio fue de -2 mV. Esto se explica
debido a la carga negativa que presenta la quercetina en las condiciones acuosas de medicion en
donde el flavonoide se encuentra levemente ionizado, por lo que la carga superficial de las
nanoparticulas se hace menos positiva cuando se adsorbe quercetina, lo que es coincidente con

datos reportados en la literatura [69].
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8.6. Eficiencia de adsorcion de quercetina en nanoparticulas (ACMSNPs)

La eficiencia de incorporacion de quercetina a las nanoparticulas (ACMSNPs), se realizo
siguiendo el método de batch, determinando por HPLC la cantidad de quercetina no adsorbida,
luego de 24 hrs. Este valor luego se restd a la cantidad inicial de flavonoide que se puso en
contacto con una determinada cantidad en masa de nanoparticulas. Posteriormente, se calcul6 la
Eficiencia de Encapsulacion (%EE) y la eficiencia de carga (%DL). De acuerdo a los resultados,
cada 100 mg de ACMSNPs se adsorben 5 mg de quercetina, correspondiendo a un 40% de
eficiencia de encapsulacion, es decir, si se ponen 10 mg se adsorben 4 mg, y 4,7 % de eficiencia
de carga, es decir, se incorporan 5 mg en 105 mg totales (100 mg de nanoparticulas y 5 mg de

quercetina).
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9. CONCLUSION

En este trabajo se postularon dos rutas sintéticas para la funcionalizacién de quercetina con
grupos silanos. La primera propuesta, consistio en la proteccion de los hidroxilos presentes en la
estructura de la quercetina, a excepcion del que se encuentra en el carbono 5 del anillo A, luego
la funcionalizacién con un grupo silil utilizando 3-(trietoxisilil)propil isocianato, y finalmente, la
desproteccion de los hidroxilos protegidos anteriormente, obteniendo, una quercetina silil
funcionalizada. Para la segunda ruta sintética, se realiza una reaccion de Williamson para
modificar el hidroxilo libre, y luego incluir una cadena de carbonos de largo variable con un

acido carboxilico terminal, obteniendo un derivado acido de quercetina.

Se proponen 4 estrategias para la conjugacion de quercetina en la superficie de
nanoparticulas de silice: a. quercetina modificada con grupo silil; b. quercetina modificada con un
acido carboxilico; c. Formacion de enlace amida quercetina-nanoparticula y d. quercetina
modificada con grupo isocianato. De estas estas estrategias, la més promisoria es la utilizacion de

quercetina con grupo silil dado que es la mas simple, econdmica y rapida.

Se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de silice tipo core-shell conformadas de un
nucleo so6lido de tamafio 170 nm y una capa porosa de 37 nm correspondiente al 20% del tamafio
de la nanoparticula. No se evidencian cambios significativos en el tamafio por la adsorcion de
quercetina en la superficie de la nanoparticula, pero si cambios en el potencial Zeta fueron
evidenciados, variando de valores positivos cuando la superficie fue modificada con grupos
aminopropil y cercanos a cero cuando el flavonoide fue adsorbido. La eficiencia de carga de

quercetina en las nanoparticulas fue de un 4,7%.

Los resultados obtenidos muestran que, debido al bajo porcentaje de adsorcion de quercetina
sobre la superficie de las nanoparticulas, una uniéon covalente de este flavonoide con las
nanoparticulas de silice podria contribuir a un sistema mas estable y que pueda exhibir
potencialmente actividad fotoprotectora, utilizdndose en forma topica, debido a las propiedades
antioxidantes de la quercetina. Si bien esto requiere de muchos y variados estudios posteriores
para establecer con certeza la existencia de esta actividad, se puede suponer que las
modificaciones estructurales deben realizarse en el carbono 5 de la quercetina para mantener

intacta la estructura conjugada que ejerce la actividad antioxidante.
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