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Resumen

Los suplementos alimenticios de quercetina (Q) presentan una baja biodisponibilidad oral
debido a su degradacion en el tracto gastrointestinal, una limitacion que puede superarse
utilizando nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM). El objetivo de este estudio fue
dilucidar el efecto de la funcionalizacion de las NSM con grupos amino (A-NSM), carboxilo
(C-NSM) o tiol (T-NSM) sobre su eficiencia como sistema de administracion oral de
quercetina. Las particulas se caracterizaron mediante FT-IR, tamafio, indice de
polidispersion, potencial { y analisis de fisisorcion de gases. Su capacidad de carga se
determin6 usando el método termogravimétrico, mientras que su capacidad para proteger a
la Q y preservar su capacidad antioxidante se evalu6 en condiciones gastrointestinales
simuladas. Posteriormente, se determino su citotoxicidad, su efecto citoprotector frente al
dano celular inducido por H202 en células Caco-2 como modelo de células intestinales y
finalmente se evalu6 su hemocompatibilidad con glébulos rojos de rata. La amino-
funcionalizaciéon de NSM aument6 su capacidad de carga de Q (5.26 %), mientras que la
carboxilo-funcionalizacion (1.85 %) y tiol-funcionalizacion (1.26 %) la disminuyeron, en
comparacion con las NSM (2.79 %). Todos los sistemas mejoraron la solubilidad de la Q,
reteniéndola a pH géastrico y liberandola de manera controlada a pH intestinal; no obstante,
solo las A-NSM preservaron la capacidad antioxidante en medio géastrico. En el fluido
intestinal simulado, aunque la Q liberada perdi6 su capacidad antioxidante, las nanoparticulas
conservaron su efecto antioxidante remanente al conservar el compuesto adsorbido. En
células Caco-2, las particulas no mostraron citotoxicidad hasta 500 pg/mL y mantuvieron el
efecto citoprotector de la Q, demostrando que la proteccion celular depende de la presencia
de las particulas debido a la baja estabilidad de la Q liberada. Finalmente, las particulas
cargadas con 100 pM de Q, las particulas cargadas mostraron mayor eficacia en la
recuperacion celular que el compuesto libre. Finalmente, las C-NSM exhibieron una
excelente hemocompatibilidad al no inducir hemolisis a la concentracion méxima probada
(500 pg/mL). Aunque todas las funcionalizaciones mejoraron algunas caracteristicas de
eficiencia de las NSM como vehiculo para la administracion oral de Q, las C-NSM destacaron
como la alternativa mas prometedora debido a su biocompatibilidad.

Palabras clave: nanoparticulas de silice mesoporosa, funcionalizacién de nanoparticulas,
quercetina, células Caco-2.



Abstract

Quercetin (Q) dietary supplements exhibit low oral bioavailability due to degradation during
gastrointestinal digestion, which can be counteracted using mesoporous silica nanoparticles
(MSN). The objective of this study was to elucidate the effect of MSN functionalization with
amino (A-MSN), carboxyl (C-MSN), or thiol (T-MSN) groups on their efficiency as an oral
delivery system for quercetin. After characterizing the particles (FT-IR, size, polydispersity
index, (-potential, and gas physisorption analysis) and determining their loading capacity
using thermogravimetric analysis, their ability to protect Q and their antioxidant capacity
were evaluated under simulated gastrointestinal conditions. Subsequently, their cytotoxicity
and cytoprotective effect against H>O»-induced cell damage were investigated using the
Caco-2 cell line as an intestinal cell model, and finally, their biocompatibility with rat red
blood cells was tested. Amino-functionalization of MSN increased Q loading capacity
(5.26%), while carboxyl-functionalization (1.85%) and thiol-functionalization (1.26%)
decreased it compared to unmodified MSN (2.79%). The systems improved Q solubility,
allowing for retention at gastric pH and controlled release at intestinal pH; however, only A-
MSN protected the antioxidant capacity in simulated gastric medium. Although the
antioxidant capacity in simulated intestinal medium was not preserved for the released Q, the
nanoparticles retained residual potential by housing adsorbed compound. In Caco-2 cell
assays, the particles showed no cytotoxicity up to 500 pg/mL and maintained the
cytoprotective effect of Q against H202, demonstrating that cellular protection depends on
the presence of the particles due to the low stability of released Q. Finally, particles loaded
with 100 uM Q surpassed the efficacy of the free compound in cell recovery. The hemolysis
test showed excellent hemocompatibility for C-MSN, which exhibited no hemolytic effect at
the maximum concentration tested (500 pg/mL). All functionalizations showed specific
improvements in the efficiency of MSN as a vehicle for oral Q administration, with C-MSN
being superior due to its biocompatibility.

Key words: mesoporous silica nanoparticles, nanoparticle functionalization, quercetin,
Caco-2 cells.
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1. Introduccion

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM) son materiales novedosos, con propiedades
modificables como tamano de particula y tamafio de poro, presentan alta estabilidad, elevada
area superficial y volumen de poro, facil funcionalizacion y fabricacion simple (Mohamed et
al., 2021), estas caracteristicas le permiten su uso como reservorio de diferentes compuestos.
Segun Vallet-Regi et al. (2017), se ha reportado un creciente interés en la investigacion de

las nanoparticulas de silice mesoporosa como sistemas de administracion de farmacos.

Durante la sintesis de NSM es posible realizar la modificacién de su estructura fisica,
generando diferentes morfologias (Siddiqui et al., 2021), y de su cardcter quimico, mediante
su funcionalizacion superficial atribuible a sus grupos silanol (Zaharudin et al., 2020). Se ha
reportado que estas modificaciones pueden incrementar la capacidad de carga de las NSM y
mejorar la funcionalidad de las moléculas cargadas al administrarse de forma dirigida (Shah
et al., 2021). En alimentos, se ha estudiado el desempefio de las NSM para la liberacion
controlada de farmacos, vitaminas, aceites esenciales, nutracéuticos y moléculas bioactivas
en general debido a su estabilidad y buena biocompatibilidad y se sugiere que el desarrollo
de materiales mesoporosos aplicados en alimentos puede resultar en la proteccion de

moléculas bioactivas a través de su paso por el sistema digestivo (Bernardos et al., 2013).

La quercetina es una molécula proveniente de alimentos que ha mostrado actividad
antioxidante y antiinflamatoria (Liang et al., 2021), sin embargo, su aplicacion terapéutica se
ve limitada por su baja absorcidn, relacionada principalmente a su inestabilidad fisicoquimica
y su alta hidrofobicidad (Li et al., 2016), por lo que es necesario buscar alternativas que
mejoren la funcionalidad de esta molécula en el organismo. Por otro lado, existe escasa
investigacion sobre la administracion no dirigida de compuestos bioactivos con fines

terapéuticos mediante nanoparticulas de silice mesoporosa.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el uso de nanoparticulas de silice
mesoporosa, modificadas estructural y quimicamente, como vehiculo para la administracién

de quercetina.
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2. Antecedentes

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM) son estructuras de didxido de silicio (SiO2)
que pueden clasificarse segun su tamafo de poro en tres grupos: microporosa, mesoporosa y
macroporosa, con tamafos de poro menores a 2 nm, entre 2 y 50 nm y superiores a 50 nm,
respectivamente (Jafari et al., 2019). Las NSM tienen un gran numero de aplicaciones en
diferentes campos, como la catélisis (Pal et al., 2014), deteccion (Yin et al., 2021),
bioimagenologia (Bolivar et al. 2015), almacenamiento de energia (Zhang et al., 2018) y
recientemente en algunas areas de alimentos como el empaque y la conservacion. Las NSM
exhiben una gran area superficial y una porosidad bien estructurada, caracteristicas que es de
utilidad para la carga de diferentes moléculas como nucledtidos, moléculas solubles o

insolubles y farmacos (Zivojevic et al., 2021).
2.1. Sintesis y carga de nanoparticulas de silice mesoporosa

El procedimiento mas comun para la sintesis de silice mesoporosa se reporta por Pal et al.,
(2020). Se utiliza un surfactante de alquilamonio cuaternario (por ejemplo, bromuro de
cetiltrimetilamonio, CTAB) como plantilla, bajo condiciones altamente basicas. En la fase
de solucidn, tiene lugar un autoensamblaje cooperativo de las moléculas del surfactante
organico a concentraciones mayores a la concentracion micelar critica (CMC) y, en
condiciones alcalinas o acidas, precursores siliceos inorganicos hidrolizados (por ejemplo,
tetraetilortosilicato, TEOS) se organizan a si mismos alrededor de las micelas, formando un
composito organico-inorganico plantilla-silice. El metal y la plantilla se condensan tras un
tiempo definido; finalmente, el composito adopta un arreglo ordenado con mesoporos

formados tras la remocion del surfactante mediante calcinacion (Figura 1).

La adsorcion de moléculas bioactivas en la silice mesoporosa esta controlada por el tamafio
y la selectividad de la carga. So6lo las moléculas con un tamafo menor que el del poro del
soporte de silice pueden ser atrapadas en la estructura porosa. Otros factores que determinan
la adsorcidn y la cinética de liberacion de los compuestos bioactivos en un medio especifico
son la longitud y el ordenamiento de los poros, la morfologia de la particula, el area
superficial, la forma macroscopica y la modificacion o funcionalizacion de la superficie de

silice con grupos funcionales (Arcos et al., 2013).
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Figura 1. Estrategia general para la sintesis de silice mesoporosa usando como ruta una
plantilla de surfactante (Adaptado de Pal et al., 2020).

2.1.1. Modificacioén de la estructura de las NSM

Se ha reportado que las caracteristicas fisicas de las NSM, como forma, tamafio de particula
y volumen de poro, se pueden modificar durante su proceso de sintesis mediante la
modificaciéon de condiciones como el pH, la temperatura, longitud de la cadena del
surfactante y la incorporacion de co-surfactantes en la solucion. Ademds, influyen la
presencia de agentes solubilizadores y electrolitos, la concentracion del precursor, el tipo de
solventes y co-solventes empleados, asi como la temperatura de calcinacion de las NSM

(Taleghani et al., 2021).

Por lo anterior, las nanoparticulas porosas pueden poseer diferentes morfologias:

nanoesféricas, esféricas ahuecadas, formas de baston (Jeelani et al., 2019), entre otras.

Los atributos fisicoquimicos anteriores tienen un gran impacto en la capacidad de carga de
compuestos activos. Se pueden obtener particulas mas pequeiias mediante el uso de algunas
sales inorganicas, bases inorganicas, aminas y alcoholes, que tienen influencia en las
reacciones de hidrolisis y condensacion de la fuente de silice (Bouchoucha et al, 2016).
Cuando se utilizan surfactantes con cadenas mas largas, se obtienen poros mas grandes

(Ganguly et al., 2010). Por otro lado, el volumen del poro depende de la cantidad del

14



surfactante y del precursor. Por ejemplo, debido a la aplicacion de altas cantidades de TEOS
durante la sintesis, se ha observado estructuras mas desordenadas, de forma similar que con

altas concentraciones del surfactante (CTAB) (Beck et al., 1992).

La morfologia de las nanoparticulas tiene un efecto importante sobre su desempefio en el
acarreo y liberacion de compuestos activos. Zhang et al., (2021) sintetizaron NSM con
diferentes tamafnos de poro mediante la adicion de diferentes cantidades de n-hexano durante
la adicion del precursor siliceo; los autores observaron que, a mayor tamafio de poro, las

NSM tuvieron mayor capacidad de carga de eugenol.
2.1.2. Funcionalizacion de las NSM

La funcionalizacion de NSM puede realizarse mediante dos métodos: co-condensacion y
modificacion post-sintesis. La modificacion post-sintesis implica la adicion de varios agentes
modificantes con grupos funcionales a la superficie externa, a la superficie del poro y/o a la

entrada del poro de la nanoparticula (Rastegari et al., 2021).
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Figura 2. Estructuras quimicas de nanoparticulas de silice mesoporosa funcionalizadas
(Adaptado de Zaharudin et al., 2020).
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La biocompatibilidad inherente de las NSM vy su facilidad para ser modificadas post-sintesis
para aceptar tanto ligandos idnicos como covalentes, ha conducido al desarrollo de una
amplia variedad de conjugaciones resto/NSM organico/inorganico. Debido a lo anterior, las
NSM son adecuadas para uso en aplicaciones terandsticas; con dominios separados
disponibles para agentes de contraste, para la imagenologia de trazabilidad de objetivo
diagnoéstico, cargas utiles de farmacos para intervenciones terapéuticas y ligandos
biomoleculares, para la administracion altamente dirigida de cargas (Chen et al., 2013). Por
ejemplo, la superficie de las NSM se une a ligandos que las unan especificamente a células
cancerosas blanco con una expresion aumentada de los receptores asociados (Rastegari et al.,

2021).

El proceso de funcionalizacidon requiere la interaccion de los grupos silanol con diferentes
radicales que posean grupos funcionales capaces de sustituir a los grupos OH localizados en

la superficie de la nanoparticula (Figura 2).

Diversos estudios han reportado que los materiales de silice no funcionalizados, con grupos
silanol (Si-OH) libres en las paredes de los nanoporos, proveen interacciones de puentes de
hidrogeno muy débiles con la matriz polimérica y con los compuestos encapsulados,
resultando a su vez, en una baja capacidad de carga y una liberacion inicial muy acelerada
(Wang et al., 2020), por lo que se prevé que la modificacion superficial de grupos funcionales
pueda incrementar las interacciones electrostaticas o hidrofobicas entre NSM y las moléculas

cargadas y, por tanto, mejorar la capacidad de carga de las nanoparticulas.
2.1.3. Absorcion celular de NSM

Muchos factores influyen en la absorcion celular de NSM incluyendo el tamafio de particula,
el tamafo de poro, la forma, la carga y la modificacion superficial. Con el objetivo de obtener
NSM que puedan fungir como vehiculos ideales para la administracion de farmacos, las
particulas deben poseer una estructura uniforme y volimenes de poro elevados para

maximizar la capacidad de carga de farmacos (Siddiqui et al., 2022).

El tamafio de particula es determinante en las rutas de absorcion. Existe una absorcion celular
dependiente del tamafo de las nanoparticulas en muchos tipos de células; sin embargo, cabe

recalcar que la mayoria de las nanoparticulas tienden a agregarse o aglomerarse en soluciones
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biologicas, incrementando su tamafio, lo cual puede influenciar este efecto (Oh & Park,

2014).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de las rutas de endocitosis (adaptado de Garrido-
Cano et al., 2021).
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La endocitosis de nanoparticulas es un proceso dependiente de energia que puede presentarse
por diferentes mecanismos (Figura 3); los macrofagos, neutrédfilos y células dendriticas
pueden internalizar particulas por fagocitosis, por su parte, la pinocitosis se presenta en todos
los tipos de células (Garrido-Cano et al., 2021). Se ha reportado que los mecanismos de
endocitosis son dependientes del tamano de particula; particulas entre 200-500 nm son
internalizadas via procesos dependientes de energia (fagocitosis y macropinocitosis),
mientras que particulas <200 nm se internalizan principalmente via endocitosis mediada por

clatrinas (Rejman et al., 2004).

Dogra et al. (2018) investigaron el efecto del tamafio, de la quimica superficial y de las rutas
de administraciéon en la biodistribucion y purificacion de NSM radiomarcadas en ratas
saludables. Los autores observaron que el incremento del tamafio de particula de =32 a =142
nm se asocid con un descenso de la biodisponibilidad sistémica, independiente de la ruta de
administracion, con una acumulacion correspondiente en el higado y el bazo. Mas atin, NSM
superficialmente positivas y moléculas cargadas expuestas en la superficie (aminas)
presentaron una circulacion reducida, en comparacion con NSM de tamafio idéntico, debido

al secuestro rapido en el higado y el bazo (Mazzotta et al., 2022).

17



2.1.4. Bioseguridad de las NSM

Los vehiculos de administracion de moléculas deben ser susceptibles a su degradacion tras
la liberacion del farmaco en el sitio blanco. Las NSM estan compuestas por una matriz de
Si0», la cual es susceptible a ataques nucleofilicos por grupos OH™ de las moléculas del agua
de medios fisiologicos, lo que lleva a la produccion de acido ortosilico que puede excretarse

a través de la orina (Siddiqui et al., 2022).

Algunos reportes han sugerido que las NSM pueden ser toxicas para las células humanas
debido a la generacion de ROS, lo cual puede producir dafio al DNA y oxidacion de lipidos
y proteinas, llevando a la apoptosis (Garrido-Cano et al., 2021). Diversos estudios han
indicado que esta posible citotoxicidad depende de varios factores como el tamafio de

particula, la forma y la concentracion de NSM (Rastegari et al., 2021).

Como se menciond anteriormente, el tamafio de las NSM tiene una influencia importante
sobre su internalizaciéon; Win & Feng (2004), compararon la internalizacién de
nanoparticulas con diferentes tamafios, y observaron que aquellas con 100 nm de didmetro
entraron a las células de forma mas eficiente que nanoparticulas mas grandes. En un estudio
realizado por Garrido-Cano et al. (2021), se reportd la ausencia de citotoxicidad de NSM con
un didmetro de 170 nm en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF10A. Por su parte,
Lehman et al. (2016) reportan que NSM funcionalizadas con grupos aminopropil no
mostraron citotoxicidad para la linea celular RAW 264.7 a una concentracién de 100 pg/mL.
Por otro lado, Heikkila et al. (2010), reportan que NSM con didmetro menor a 125 nmy a
una concentracion de 14 mg/mL indujeron citotoxicidad en células Caco-2. Las evidencias
anteriores indican que la citotoxicidad de NSM depende fuertemente del tamafo de particula

y de la dosis.

2.2. Sistemas de administracion oral de quercetina

2.2.1. Actividad bioldgica de la quercetina

La quercetina (Q) (3, 5, 7, 3, 4-pentahidroxi-flavona) es un flavonol (una de las 5 subclases
de los compuestos flavonoides) natural encontrado en diversas semillas, frutas y verduras

como la manzana, la cebolla, diferentes legumbres y pimientos picantes (D’Andrea, 2015).
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La quercetina ha recibido considerable atencién por sus beneficios fisiologicos, como su
actividad antioxidante, antidiabética y antiinflamatoria (Batiha et al., 2020). El estrés
oxidativo es uno de los procesos bioquimicos mas estudiados y se debe a un desequilibrio
entre las especies pro y antioxidantes (Berlier et al., 2013). Las sustancias prooxidantes
suelen ser especies reactivas de oxigeno o de nitrogeno (ERO o ERN) que pueden provocar
la oxidacion de lipidos, proteinas o acidos nucleicos, lo que contribuye a disfunciones

celulares (Sies, 1986).

Para prevenir el estrés oxidativo, las células cuentan con dos principales defensas
antioxidantes. La primera se relaciona con la produccién de enzimas que catalizan la
degradacion de ERO o las ERN, mientras que la segunda involucra antioxidantes como las
vitaminas A, C, E y el glutation que pueden actuar mediante reacciones redox (Sies, 1991;
1993). La quercetina (como algunos otros flavonoides) es un excepcional secuestrador de
radicales como el peroxinitrito y el hidroxilo (D’Andrea, 2015). La capacidad antioxidante
de la quercetina se atribuye a la presencia de dos farmacé6foros antioxidantes en la molécula,
con la configuracion Optima para el secuestro de radicales libres: el grupo catecol en el anillo

B y el grupo OH en la posicion 3 del anillo A (Figura 1) (Heijnen et al., 2002).

Mediante el secuestro de radicales libres, la quercetina también puede reducir la inflamacion
(Shoskes et al., 1999) y su actividad antioxidante se asocia con una reduccion del riesgo a
enfermedades cronicas relacionadas con el estrés oxidativo como la diabetes, la enfermedad
coronaria del corazén o los infartos (Hollman & Katan, 1999). Por otro lado, la quercetina
ha mostrado propiedades anticancerigenas, que se relacionan con su efecto antioxidativo, la
inhibicion de cinasas y del ciclo celular, asi como la inducciéon de la apoptosis (D’ Andrea,

2015).
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Figura 4. Estructura molecular de la quercetina (adaptado de Berlier et al., 2013).
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La quercetina también ha mostrado una potente actividad bacteriostatica frente a diferentes
cepas de bacterias, como Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, P.
fluorescens, Helicobacter pylori, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Yersinia

enterocolitica, Micrococcus luteus, Campylobacter jejuni y Escherichia coli (Wang et al.,

2018).

A pesar de los beneficios antes mencionados, la aplicacion terapéutica de la quercetina se
encuentra limitada debido a su inestabilidad fisicoquimica, su alta hidrofobicidad y su baja
biodisponibilidad. La biodisponibilidad se define como la razon entre la cantidad de una
sustancia administrada por via oral y la cantidad absorbida y, por lo tanto, disponible para la
actividad fisiologica o su almacenamiento (Jackson, 1997). Ademas, la biodisponibilidad de
sustancias administradas por la via oral es menor que la de otras vias debido a factores como
las condiciones gastrointestinales hostiles, la presencia de enzimas digestivas y luminales y
de transportadores de eflujo, y la solubilidad restringida, entre otros. Como resultado, la
quercetina es eliminada de la circulacion antes de alcanzar los 6rganos blancos (Moghadam
et al., 2022). Por estas razones, los suplementos alimenticios de quercetina usualmente

requieren de altas dosis diarias, de entre 500 a 1000 mg (Andres et al., 2017).
2.2.2. Sistemas de administracion oral de quercetina basados en NSM

Recientemente, los investigadores han desarrollado nuevos sistemas de administracion que
presentan ventajas frente a las formas de dosificacién convencionales. Estos desarrollos
incluyen la administracion dirigida al sitio de accion, el incremento de la biodisponibilidad
sistémica, el incremento del tiempo de accion y el incremento de la especificidad para el sitio
blanco (Stephen et al., 2021). Estos sistemas pueden contrarrestar las limitaciones de la
administracion oral de biomoléculas. Por lo tanto, un sistema de administracion oral de
moléculas bioactivas efectivo debe promover la solubilidad en el tracto gastrointestinal,
proteger la molécula frente a las barreras gastrointestinales e incrementar su penetracion a

través de la mucosa intestinal (Srerharsha et al., 2022).

Las particulas de silice mesoporosa han revolucionado la investigacion sobre los sistemas de
administracion controlada de farmacos. Estos materiales poseen caracteristicas como alta
estabilidad quimica y mecanica, tamafio variable (50-200 nm), elevada area superficial (700-

1000 m?/g) y una estructura bien ordenada de poros internos (didmetro: 2-6 nm, volumen:
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0.6-1 cm?/g) (Jafari et al., 2019; Vallet-Regi et al., 2017). La estructura porosa de las NSM
puede utilizarse para cargar moléculas terapéuticas bioactivas (Thi et al., 2019) y asi

protegerlas de la degradacion.

Los materiales mesoporosos, cuando no estan modificados, carecen de algunas propiedades
de liberacion controlada y tienen una capacidad limitada para acarrear moléculas hacia sus
células blanco (Wibowo et al., 2020); sin embargo, la facilidad para realizar su modificacion
post-sintesis, afiadiendo ligandos de forma covalente o i6nica, les permite ser disefiados como
sistemas altamente dirigidos para intervenciones terapéuticas (Chen et al., 2013). Lo anterior
permite la liberacion especifica de la molécula bioactiva en un area de interés, evitando su
liberacion prematura en sitios ajenos al blanco (Siddiqui et al., 2022). Adicionalmente, las
modificaciones a las NSM pueden realizarse mediante la adicion de restos organicos que
actuan como bloqueadores, controlando la liberacion de la molécula mediante estimulos
como la luz, el pH, el ultrasonido, la temperatura y las condiciones redox, entre otros (Saputra

et al., 2022).

Las NSM pueden usarse también como matrices para incrementar la tasa de disolucion y la
solubilidad de moléculas poco solubles en agua (Maleki et al., 2017)). La carga de materiales
mesoporosos con moléculas bioactivas como a-tocoferol, curcumina, oligofenol y trans-f3-
caroteno, entre otros (Bernados & Kourimska, 2013), sugiere su posible uso para transportar
otros compuestos similares, como la quercetina. En contraste con otros tipos de particulas
usadas para la encapsulacion de quercetina (proteinas, liposomas, ciclodextrinas, quitosano),
las particulas de silice poseen ventajas como la estabilidad mecanica y fisica, excelente

biocompatibilidad y biodegradabilidad y baja toxicidad (Morante-Zarcero et al., 2021).

La administracion de quercetina usando NSM ha ofrecido resultados prometedores en
formulaciones dérmicas (Popova et al., 2016; Berlier et al., 2013), en la prevencion de
infecciones bacterianas en peces (Shabana et al., 2021), y en tratamientos dirigidos contra
diferentes tipos de cancer (Zaharudin et al., 2020; Trendafilova et al., 2017; Sarkar et al.,
2016), entre otros. Cabe sefalar que la mayoria de estos estudios no contempla la
administracion oral de las moléculas, a pesar de que resulta prometedora, dado que los
flavonoides de tipo aglicona se pueden adsorber directamente dentro del intestino delgado

(D’ Arrigo et al., 2024).
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2.2.3. Regulaciones sobre los sistemas de administracion oral basados en NSM

Se ha reportado que la silice mesoporosa es segura para su administraciéon por via oral, sin
efectos adversos significativos, y se elimina del cuerpo principalmente sin transformaciones
(Petrisor et al., 2022). Como se mencion6 anteriormente, la toxicidad de las NSM depende
del tamafio, la dosis y el tipo de célula a la que se expone; adicionalmente, son menos toxicas
que las nanoparticulas de silice no porosa, y su funcionalizacién superficial reduce su
toxicidad principalmente debido a la reduccion de la densidad superficial de los grupos

silanol (Garrido-Cano et al., 2021).

En su forma macro, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés) considera a la silice como sustancia GRAS (generalmente
reconocida como segura, por sus siglas en inglés), mientras que las nanoparticulas, sin
importar su tamafio, no han recibido aprobacion regulatoria. Sin embargo, una gran cantidad
de pruebas clinicas usando silice administrada a través de varias rutas, reportan la ausencia
de reacciones adversas severas (Tng & Low, 2023). Para su aplicacion en alimentos, los
materiales basados en silice producidos y empleados usando los estandares de higiene
actuales y siguiendo las recomendaciones para su uso no exhiben riesgos ambientales ni para
la salud (Ros-Lis et al., 2018). Por su parte, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
considera que no se requieren pruebas nanoespecificas extensivas para materiales con tamafio

de particula < 500 nm que posean < 10 % de particulas menores a 250 nm (Schoojans et al.,

2023).
2.3. Efectos de la quercetina a nivel celular

El estrés oxidativo en las células se refiere a la alteracion del equilibrio entre la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la capacidad de las células para neutralizarlas y
eliminarlas. Este proceso contribuye al desarrollo de dafio epitelial y enfermedades
gastrointestinales, como la disfuncion de la barrera intestinal (Kumar et al., 2023; Liu et al.,
2021). El H0O; es una de las principales ERO en las células y es clave para numerosos

procesos fisioldgicos. El H,O» es poco reactivo; sin embargo, puede generar radicales
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hidroxilos reactivos al exponerse a la luz UV o a iones de metales de transicion (por ejemplo,

hierro), generando asi estrés oxidativo (Halliwell, Clement & Long, 2000).
2.3.1. Efecto citoprotector de la quercetina.

Se ha reportado que la quercetina puede inhibir el estrés inducido en diferentes lineas
celulares por el H>O; a través de la traslocacion del factor nuclear Nrf2 y la sub-regulacion
de Keapl (Kondo-Kawai et al., 2020), modificando el transcriptoma (Zhang et al., 2020) o
mediante la inhibicion de factores de transcripcion como NF-kB y COX-2 (Silva-Pinto et al.,

2025).

El epitelio del intestino delgado es una barrera fisica contra la entrada de toxinas, bacterias y
otras sustancias nocivas en la sangre (Serek & Oleksy-Wawrzyniak, 2021). Se ha indicado
que proteger la barrera intestinal del dafio inducido por el H>O; y la interleucina-6 puede ser
un enfoque préctico para prevenir la inflamacion intestinal (Chaithanya, Saravan & Sebastin,
2024). La quercetina ha mostrado efectos anti-inflamatorios y tejido-protectores en los tres
segmentos intestinales (duodeno, ileo y colon) previamente expuestos a un estrés inducido
por nanoparticulas de plata (Sousa et al., 2025). Si bien la quercetina puede tener efectos
antioxidantes contra el dafo oxidativo inducido por H2O»; la informaciéon sobre la
bioactividad de los polifenoles (incluyendo los flavonoides) se ha obtenido de experimentos
de cultivo celular in vitro, condiciones en las que se ha informado que estos compuestos son
altamente inestables (Wu et al., 2019). En este sentido, existe una falta de ensayos clinicos
que validen la eficacia de la quercetina debido a su alta inestabilidad en sistemas fisiologicos,

que provocan su degradacion en un tiempo de 2 horas (Xiao, 2018).

La baja estabilidad de la quercetina en medio de cultivo celular puede contrarrestarse
mediante su carga en materiales mesoporosos, los cuales pueden potenciar sus efectos al
protegerla de la degradacion bajo condiciones de cultivo celular, promoviendo una liberacion
controlada y aumentando la solubilidad y la captacion celular. Estas propiedades estan
directamente vinculadas a la quimica de superficie de las nanoparticulas, que regula su
comportamiento en soluciones fisiologicas. La eficiencia de carga y la cinética de liberacion
en diferentes medios estan determinadas por la fuerza de interaccion entre la superficie
mesoporosa y la Q. Ademas, la quimica superficial del material promueve interacciones entre

los materiales y la membrana celular. Segiin Siddiqui et al. (2022), los factores que afectan
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la captacion celular incluyen la carga superficial y el tamafio de particula (también
influenciado por la carga superficial). Por lo tanto, se puede asumir que la quimica superficial
de la silice mesoporosa utilizado como vehiculo también afecta la eficiencia del efecto
citoprotector de la Q en el medio de cultivo celular. En este sentido, Schmid et al., (2023)
demostraron la posibilidad de modular la acumulacion y la retencion de NSM en el tracto
gastrointestinal de ratones, con inflamacién inducida, a través de la funcionalizacién
superficial, y resaltaron las implicaciones de este efecto en la formulacion de sistemas de

administracion oral basada en nanoparticulas.
2.3.2. Modelo intestinal de células Caco-2

La linea celular Caco-2 se deriva de adenocarcinoma de colon humano. Tras su
diferenciacion morfologica y bioquimica, las células Caco-2 se vuelven similares a las células
intestinales y adquieren caracteristicas como la estructura de microvellosidades, borde en
cepillo en la superficie celular, uniones estrechas intercelulares, secrecion de hidrolasas y la
sintesis de sistemas de transporte de portadores para azucares, aminoacidos y farmacos (Ding

etal., 2021).

Debido a su homologia con las células epiteliales intestinales, las células Caco-2 han sido
avaladas por la FDA como un modelo in vitro para la absorcion y el metabolismo intestinal
humano (Yan et al., 2019). Por lo anterior, se utilizan frecuentemente para evaluar la
biodisponibilidad de sustancias bioactivas debido a su habilidad para diferenciarse en
monocapas polarizadas similares a las de enterocitos y a su similitud en cuanto enzimas,
transportadores y morfologia presentadas por las células epiteliales del intestino humano

(Yokomizo & Moriwaki, 2006).

Las células Caco-2 se han utilizado en otros estudios para investigar el efecto antioxidante
de la quercetina en escenarios de estrés inducido. Speisky, Arias-Santé & Fuentes (2023),
investigaron el efecto de la quercetina y su andlogo el kaempferol, ademés del de sus
derivados oxidados, contra el dafio oxidativo, mitocondrial y citolitico inducido por
indometacina como generador de ERO. Por otro lado, la linea Caco-2 también se ha utilizado
para evaluar la permeabilidad intestinal in vifro de farmacos administrados mediante
nanoparticulas de silice mesoporosa funcionalizadas (Saroj & Rajput, 2020). En numerosos

estudios, esta linea celular se ha usado como un modelo bien establecido de la barrera
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intestinal, la absorcion, el trafico y la traslocaciéon de nanoparticulas de silice (Ye et al.,

2017).
2.3.3. Hemocompatibilidad

La hemocompatibilidad es un parametro critico para evaluar a la mayoria de los materiales
que participan en aplicaciones médicas (Qiao et al., 2024). La sangre es el acceso para los
nanomateriales administrados por cualquier ruta de administracion (no sélo la intravenosa).
En el caso de la via oral, las nanoparticulas se absorben en el intestino delgado por los
enterocitos, posteriormente, a través de la vena porta llegan al higado, y finalmente se

trasladan al plasma (Mufoz-Reyes, Morales & Prieto, 2021).

Las pruebas de hemocompatibilidad se refieren a la evaluacion de las interacciones criticas
entre materiales exdgenos y los diferentes componentes de la sangre (eritrocitos, leucocitos
y trombocitos) para determinar si podria presentarse algin efecto adverso, como hemolisis,
coagulacion, trombosis, entre otros (De la Harpe et al., 2019). Uno de los métodos estandar
para determinar la hemocompatibilidad de los nanomateriales es la evaluacion del porcentaje
de hemoglobina liberada cuando los nanovehiculos entran en contacto directo con las
superficies de las células rojas. Esta interaccion puede provocar la deformacion de la
membrana de las células rojas, cambios morfoldgicos y reducir su deformabilidad, resultando

en la lisis eritrocitica (Fortis et al., 2024).

Se ha reportado que las nanoparticulas de silice mesoporosa exhiben propiedades hemoliticas
y citotoxicas, las cuales se ven influenciadas por el tamafio de particula, la forma y los grupos
funcionales presentes en su superficie. Sin embargo, la modificacion superficial (sustitucion
de los grupos silanol) puede enmascarar la superficie de las NSM para reducir sus
interacciones con los grupos trimetil amonio presentes en las membranas de los eritrocitos

(Mukhopadhyay et al., 2019).
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3. Justificacion

La quercetina es un flavonoide con probadas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
citoprotectoras, con potencial efecto terapéutico contra enfermedades asociadas al estrés
oxidativo. No obstante, el uso terapéutico de esta molécula se ve limitado debido a su baja
biodisponibilidad, derivada de su inestabilidad fisicoquimica ante factores como la luz, el pH
y la temperatura, de su pobre solubilidad acuosa que provoca baja permeabilidad intestinal y
de su rapido metabolismo. Es por lo anterior que surge la necesidad de desarrollar sistemas
de administracion que protejan la molécula, mejoren su solubilidad e incrementen su

absorcion intestinal.

Las NSM han generado interés para su uso como sistemas de administracion oral debido a
sus caracteristicas como elevada area superficial, elevado volumen de poro,
biocompatibilidad y estructura ordenada que permite la carga de diferentes moléculas. La
carga de la quercetina en las NSM puede actuar como una barrera fisica que evite la
degradacion del compuesto en el ambiente del tracto gastrointestinal, mejorando su
bioaccesibilidad. Sin embargo, las NSM presentan desventajas en cuanto al control de la
liberacion de la quercetina y a su interaccion con las membranas bioldgicas que se relaciona
con un posible efecto citotoxico. En este sentido, la funcionalizacion superficial de las NSM
modifica su quimica superficial, la cual gobierna sus caracteristicas como vehiculo. La
funcionalizacidén con grupos amino, carboxilo o tiol, modificara la carga superficial de las
NSM, teniendo un efecto sobre su solubilidad y su capacidad de carga con quercetina.
Especificamente, la adicién de grupos amino generard una carga superficial positiva que
favorecera la interaccion del vehiculo con las membranas celulares; los grupos carboxilo
mejorard la dispersion de las nanoparticulas a pH intestinal y los grupos tiol exhibiran

capacidad antioxidante intrinseca.

A pesar de que se ha reportado el uso de las NSM como vehiculos para la quercetina, no se
ha realizado una comparacién sistematica sobre como su quimica superficial afecta su
absorcion al administrase por la via oral. Los estudios existentes se limitan a evaluar una
funcionalizacion y suelen enfocarse en su caracterizacion fisicoquimica, sin considerar la
correlacion entre la quimica superficial con el comportamiento del vehiculo expuesto a las

diferentes condiciones propias de la via oral de administracion. Este trabajo expone una
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perspectiva amplia que incluye la capacidad protectora y el perfil de liberacion conferidos
por los nanovehiculos a la quercetina durante una digestion gastrointestinal simulada, la
determinacion de la eficiencia de absorcion y la citotoxicidad en un modelo celular de la
barrera intestinal, ademas de su capacidad citoprotectora ante estrés oxidativo, ademas de su

biocompatibilidad sistémica, mediante un ensayo de hemocompatibilidad.

Esta investigacion provee informacion relevante para elucidar los mecanismos por los cuales
la quimica superficial de las nanoparticulas de silice mesoporosa determina la proteccion,
liberacion, bioactividad y seguridad de la quercetina, representando un avance en su uso

como sistema de administracion oral que permita un uso mas eficiente del compuesto.
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4. Hipotesis

Las nanoparticulas de silice mesoporosa protegen a la quercetina durante su paso por el tracto
gastrointestinal, aislandola de factores como el pH y la presencia de sales y enzimas. La
adicion de grupos amino, carboxilo o tiol determina de manera diferenciada la liberacion de
quercetina, lo cual es dependiente de las condiciones de pH, ademds, mejora la interaccion
con células intestinales, la capacidad citoprotectora frente al estrés oxidativo y su

hemocompatibilidad.

28



5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar el potencial de las nanoparticulas de silice mesoporosa quimicamente modificadas

como sistemas de administracion oral de quercetina.

5.2. Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas de silice mesoporosa
funcionalizadas con grupos amino, carboxilo o tiol determinando su capacidad de
carga y eficiencia de encapsulacion de quercetina.

e [Evaluar la estabilidad y capacidad de proteccion de la quercetina cargada en las
nanoparticulas de silice mesoporosa sometidas a condiciones gastrointestinales
simuladas.

e Determinar el efecto de la quimica superficial de las nanoparticulas sobre la absorcion
celular de quercetina en un modelo intestinal in vitro, utilizando células Caco-2 y

determinar su actividad hemolitica.
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6. Materiales y métodos

6.1. Material quimico

El bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), tetractilortosilicato (TEOS), 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES), anhidrido succinico (AS), 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS), etanol (>99 % v/v), NaOH, CaCl,, hidrato de
quercetina (=95 %), dimetilsulféxido (DMSO), pepsina, sales biliares de cerdo, tris y
pancreatina se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), el medio esencial minimo (MEM, por sus
siglas en inglés), el suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), la penicilina, la
estreptomicina y la solucion amortiguadora HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, por sus

siglas en inglés) se obtuvieron de Gibco (Gaithersburg, MD, EUA).
6.2. Material biologico

Ratas hembra Wistar fueron proporcionadas por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de
la Universidad Nacional Auténoma de México, campus Juriquilla, donde se realizaron los
experimentos. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las Regulaciones
Federales para la Experimentacion y Cuidado de Animales (SAGARPA, NOM-062-ZOO-
1999, México). Se seleccionaron ratas con un peso corporal de 270-290 g que fueron alojadas
en jaulas de policarbonato con rejillas de acero inoxidable, 4rea de 258 cm?, cierre a prueba
de escape y que permiten la entrada de aire y luz. Se alojaron un méaximo de 3 ratas por jaula.
Las jaulas contenian una cama sanitaria compuesta por viruta de madera y olote de maiz.
Para su limpieza, las cajas se cambiaron dos veces por semana y se lavaron en una lavadora
automatica con agentes surfactantes. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas
de luz (fotoperiodo de 12 h), humedad (40+10 %) y temperatura (20£2 °C). La alimentacion
de las ratas consistio en una dieta estdindar (Rodent Diet 5001 Purina®) y agua potable ad

libitum.

Para todos los procedimientos, se utilizdé un equipo de bioseguridad para el manejo de los
animales el cual consta de guantes, cubrebocas, bata y cofia. Para los diferentes
experimentos, las ratas se identificaron en la cola con un rotulador de tinta permanente que

no dana la piel (Medline Quirargico). Segun la clasificacion por grado de invasion, molestia
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o dafo producido en los animales de laboratorio, descrita en la NOM-062-ZO0-1999, los
animales fueron sometidos a actividades experimentales de categoria C. Esta categoria
agrupa experimentos que causan estrés menor o dolor de corta duracidn, tales como:
canulacién o cateterizaciéon de cavidades corporales o vasos sanguineos bajo anestesia;
restriccion fisica con objetivos mas alld de la simple observacion clinica, pero sin llegar a
producir estrés importante y periodos cortos de abstinencia de agua o alimento que excedan

lo observable en la naturaleza.

Terminados los experimentos, se aplicé la eutanasia a los animales mediante la inhalacion de
CO:s. Para esto, los animales se colocaron en una camara cerrada y se liber6 CO; a un flujo
que reemplazd por lo menos el 20 % del volumen total de aire por minuto durante
aproximadamente 6 min, confirmando la muerte mediante la verificacion de las constantes
fisiologicas (ausencia de latidos y de respiracion, iris blanco). Los cadéveres se desecharon
en bolsas amarillas destinadas a residuos peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI). Los RPBI
se almacenaron durante un méaximo de 15 dias previos a su recoleccion por la empresa
Servicios Especializados en Residuos S.A. de C.V., la cual est4 regulada por la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002.

Durante todos los procedimientos, todos los animales se mantuvieron bajo la vigilancia del
asistente veterinario del bioterio, quien asegurd el cumplimiento de las regulaciones descritas
en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del NIH (National Institutes
of Health), el reglamento y el acta para el bienestar animal de la USDA (United States
Department of Agriculture), asi como la NOM-062-Z00-1999.

6.3. Cultivos celulares

Se obtuvieron lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano (caco-2), las cuales
son un modelo de células intestinales. Las células se obtuvieron de la Coleccioén de Lineas
Celulares Interlab (Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, Genova, Italia) y se
cultivaron en MEM, suplementado con 10 % (v/v) de FBS, 0.2 mM de L-glutamina, 100
unidades/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37
°C en una incubadora humidificada y enriquecida con 5% de CO> en vasos de cultivo de 75
cm?. Las monocapas confluentes (50-70 %) de células fueron sometidas a diferentes

tratamientos usados en los estudios subsecuentes (Paolella et al., 2024)
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OBJETIVO 1
6.4. Sintesis y funcionalizacion de las NSM

La sintesis y funcionalizacion de las NSM se realizaron siguiendo la metodologia descrita
por Fernandes-Bats y col. (2018) con modificaciones. Se disolvieron 0.5 g de CTAB en 240
mL de agua destilada; se adicionaron 1.75 mL de NaOH 2 N a la mezcla y se llevo a 80 °C.
Posteriormente, bajo agitacion constante, se afiadieron 2.5 mL de TEOS gota a gota. Una vez
completada la adicion de TEOS, se mantuvo la temperatura de reaccion durante 2 h. El
producto resultante se recuper6 por filtracion, se lavé dos veces con agua destilada y una con
etanol absoluto y se sec6 a temperatura ambiente durante una noche. Finalmente, el producto

se calcind a 500 °C durante 5 h.

Para obtener las NSM funcionalizadas (F-NSM) con grupos amino, carboxilo o tiol (A-NSM,
C-NSM y T-NSM, respectivamente), se utilizaron diferentes funcionalizantes (F) siguiendo

la metodologia de Zaharudin y col., (2020) con algunas modificaciones.

Para la obtencion de A-NSM, se disolvié 1 mL de APTES (aminopropiltrietoxisilano) en 20
mL de etanol absoluto y se agregaron 100 mg de NSM; posteriormente, las particulas se
incubaron a temperatura ambiente durante 24 h. Las NSM funcionalizadas se recuperaron
por filtracion y se lavaron 2 veces con etanol. El polvo resultante se secd a 40 °C por una
noche. Para la obtencion de T-NSM, se utiliz6 el método anterior, sustituyendo el APTES
por MPTMS (3-mercaptopropiltrimetoxisilano). Para la obtencion de C-NSM, se
suspendieron 100 mg de A-NSM en una solucion de anhidrido succinico en cloroformo (2 %
p/v); las particulas funcionalizadas se recuperaron por filtracion y se lavaron de forma

consecutiva con cloroformo, agua desionizada y etanol.

6.5. Caracterizacion fisicoquimica de las NSM

6.5.1. Espectroscopia FTIR

Los espectros FTIR de las F-NSM con o sin carga con Q se obtuvieron en un equipo Horiba
Jobin Yvon LabRAM IR2 (Kioto, Japén) en la region de 4000—600 cm™ con una resolucioén

ded4cm.

6.5.2. Determinacion de la capacidad de carga
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Para la carga de la quercetina, se suspendieron 100 mg de particulas en 50 mL de una solucién
de quercetina en etanol (2 mg/mL) y se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente
hasta la completa volatilizacion del solvente. Posteriormente, las NSMs cargadas con Q
(NSM/Q) se resuspendieron en etanol (50 mL) para remover la Q residual y finalmente se
recuperaron mediante centrifugacion a 2,200 x g por 20 min (Eppendorf 5804 R, Hamburgo,
Alemania). La capacidad de carga se determind mediante la medicion de la concentracion de

Q residual en el etanol de lavado usando la ecuacion (1):
. _ Qi—Qr
Capacidad de carga (%) = —, X100 (1)

Donde Qi es la cantidad de Q en la solucion inicial, Qr es la cantidad de Q residual en el

etanol de lavado y M es la cantidad de F-NSMs.
6.5.3. Tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial Z

Se utilizaron el método de dispersion dindmica de luz para la determinacion del tamafio de
particula e indice de polidispersion, y el método electroforético para la determinacion del
potencial {, usando un equipo ZetaSizer Nano (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Se
realiz6 la caracterizacion tanto de las F-NSMs vacias como de las cargadas con Q. Para los
andlisis, se suspendieron las particulas (1 mg/mL) en PBS (solucién amortiguadora de
fosfatos, por sus siglas en inglés) ajustada a un pH de 1.5 o de 7.4 (usando HCI 1 N o NaOH
1 N) con la ayuda de un homogenizador ultrasénico de 650 W (Cole-Palmer, Vernon Hills,

EUA) configurado con una micropunta de 3 mm y 25 % de amplitud, por 10 s.
6.5.4. Analisis de fisisorcion de gases

El tamafio y volumen de poro y el area superficial se determinaron en las F-NSMs cargadas
con Q mediante un andlisis de fisisorcion de gases, utilizando las isotermas de
adsorcion/desorcion obtenidas con un analizador automatico de sorcion de gases (Autosorb
1Q3, Quantachrome, Boynton Beach, EUA) a 77 K. Todas las F-NSMs se desgasificaron a
180 °C durante 2 horas bajo condiciones de alto vacio. El area superficial se obtuvo mediante
el método de Brunauer-Emmett-Teller, mientras que el tamafio y el volumen de poro se

obtuvieron mediante el método de Barrett-Joyner-Halenda (Li et al., 2018).
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OBJETIVO 2
6.6. Liberacion de quercetina in vitro

La cinética de liberacion de quercetina a partir de las F-NSMs se determin6 de acuerdo con
la metodologia descrita por Shao et al. (2019), con modificaciones. Se suspendieron 50 mg
de F-NSM cargadas con Q en 10 mL de PBS dentro de una bolsa de dialisis (corte de peso
molecular: 12 kDa). Posteriormente, la bolsa de dialisis se suspendio en 90 mL de PBS y se
sometid a agitacion (250 rpm) a 37 °C, en la oscuridad. Se recolectdé 1 mL de muestra a
intervalos de tiempo definidos y se reemplazé con 1 mL de PBS para mantener un volumen
constante. El medio de liberacion se ajustd previamente a pH 1.5 o 7.4 para simular las
condiciones de pH del estdbmago y del intestino, respectivamente. La liberacion de quercetina
se midi6 con un espectrofotdometro UV-Vis Genesys 10 (Thermo Scientific, Waltham, EUA)
a 375 nm. La cantidad de quercetina liberada se calcul6 usando la ecuacion (2) (Trendafilova

etal., 2017):

Liberacion acumulada (%) = % %X 100 2
0

Donde Q; es la cantidad de quercetina presente en el medio de liberacion en el tiempo ¢y Qo
es la cantidad de quercetina cargada en las F-NSMs. Para facilitar el andlisis de la cinética de
liberacion de quercetina, los datos se ajustaron a un modelo de primer orden, siguiendo la

ecuacion (3):

kit
2.303

log @ = log Qp — 3)

Donde ki es la constante de primer orden de la tasa de liberacion de quercetina y Q; es la

cantidad de quercetina liberada al tiempo .
6.7. Digestion gastrointestinal simulada de F-NSM cargadas con Q

La simulacién in vitro de la digestion gastrointestinal se llevd a cabo siguiendo la
metodologia INFOGEST (Brodkorb et al., 2019), con algunas modificaciones. Las muestras
se prepararon mediante la dispersion de 50 mg de particulas en 11 mL de agua desionizada
en un bafio ultrasonico (Branson, Mod. 5510, Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),

mientras que el control consistié en una suspension de Q (1 mg/mL).
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Previo a la digestion simulada, se tomaron alicuotas de 1 mL de las suspensiones y se
centrifugaron a 2,200 x g por 20 min. El efecto de la carga de quercetina en las F-NSMs
sobre su solubilidad en agua se determindé mediante la medicion de la absorbancia de los
sobrenadantes a 375 nm y su comparacion con la absorbancia de una suspension de
quercetina libre, utilizada como control. La solubilidad de la Q liberada a partir de las F-
NSMs relativa a la solubilidad de la Q libre se determiné usando la ecuacion (4):

Solubilidad relativa (%) = “=2 x 100 )
FQ

Donde Ar.nsm es la absorbancia de 1a muestra y Arq es la absorbancia del control.

Para iniciar la digestion gastrica simulada (DGS), se mezclaron volimenes iguales de fluido
gastrico simulado y de las suspensiones, y la mezcla se ajust6é a un pH de 3.0 con HCI 1 N.
De acuerdo con la metodologia INFOGEST, la composicion del fluido géstrico simulado
consistid en una solucidon de electrolitos y pepsina porcina diluida en agua. La mezcla se
incubd a 37 °C, a 200 rpm y en la oscuridad durante 2 h desde la adicion de la pepsina. En
seguida, la digestion intestinal simulada (DIS) se llevé a cabo mediante la adicion de 20 mL
de fluido intestinal simulado (solucion de electrolitos, pancreatina y sales biliares). La mezcla
se ajustdo a un pH de 7.0 con NaOH 1 N y se incub6 durante 2.5 h tras la adicion de la
pancreatina, bajo las mismas condiciones que para la DGS. Tras cada una de las fases de la
digestion gastrointestinal, se determinaron la capacidad antioxidante y la concentracion de Q
liberada en el medio digestivo. Se obtuvo una solucion de radicales ABTS al mezclar 5 mL
de ABTS (7.0 mM) con 88 pL de persulfato de potasio (140 mM). Tras 16 h de contacto en
oscuridad y a temperatura controlada, la solucion se ajustd a una A734nm de 0.6-0.8 mediante
la adicion de etanol absoluto. Posteriormente, se afiadieron 80 puL de los medios digestivos a
920 pL de la solucion ajustada de radicales ABTS. Tras un tiempo de reaccion de 6 min, se
midi6 la A734 nm, los fluidos usados para la DGS y la DIS, sin F-NSMs, se usaron como
control. La tasa de secuestro de radicales ABTS se calcul6 usando la ecuacion (5) (Liang et
al., 2021):

Ay

Tasa de secuestro de radicales ABTS (%) = (1 -
0

) x 100 (5)

Donde A es la absorbancia del blanco (agua) y A1, la de la muestra.
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La concentracion de Q se determind segin la metodologia de Chen et al. (2016). Se tomaron
alicuotas (1 mL) de los medios digestivos, se centrifugaron a 2,200 X g durante 20 min y,
posteriormente, se afiadieron 400 puL de los sobrenadantes a 3 mL de solucion de extraccion
(acetato de etilo y etanol; 10:1 v/v). Las muestras se agitaron vigorosamente durante 10 sy,
enseguida, se colocaron en reposo durante 20 min para permitir la laminacién (separacion de
fases). El contenido de Q se midi6 en un espectrofotometro mediante una curva estandar (R?

>0.999).
OBJETIVO 3
6.8. Analisis termogravimétrico

Las mediciones de analisis termogravimétrico se llevaron a cabo con un instrumento de
analisis térmico diferencial (TGA 7/DZ, Perkin Elmer, Japon), utilizando nitrégeno como
gas de acarreo. Entre 3 y 6 mg de nanoparticulas se trataron hasta 600 °C, a una tasa de
calentamiento de 10 °C/min. Para determinar la capacidad de carga de los tratamientos, se
analizd el porcentaje de pérdida de peso de las muestras cargadas con quercetina y se

compar6 con el de las particulas sin cargar.
6.9. Analisis de citotoxicidad

Para determinar el efecto de las diferentes nanoparticulas de silice sobre la viabilidad de las
células Caco-2, se utilizo el método MTT, segln lo reportado por Paolella et al. (2024). En
placas de 96 pozos, se sembraron las células a una densidad de 7 x 10* células por pozo y se
incubaron con 5 % de CO; a 37 °C. Las NSM, A-NSM, C-NSM y T-NSM se adicionaron a
concentraciones de 10, 100 y 500 pg/mL y se incubaron con las células durante 24 h. Por su
parte, se afladieron suspensiones de quercetina en DMSO (0.1 % v/v) con concentraciones
de 25, 100 y 200 uM. Se utilizé como control blanco una soluciéon de MEM sin particulas ni
quercetina. Posteriormente, las células se incubaron con una solucion de sales de MTT
durante 1 hy, tras la remocion del medio, los cristales de formazan resultantes se disolvieron
en 100 uL de DMSO mediante oscilacion durante 10 min. Usando un espectrofotometro
lector de microplacas (SpectraMax MiniMax, Molecular Devices, Sillicon Valley, CA,
EUA), se determiné la absorbancia de las muestras a 595 nm, y la absorbancia del fondo a

655 nm. La viabilidad celular relativa (V %) se calcul6 usando la ecuacion (6):
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muestra—fondo

V% = 100 (6)

blanco—fondo

6.10. Efecto sobre el estrés oxidativo inducido por H>O»

Se determino el efecto de las NSM/Q y las F-NSM/Q sobre el estrés oxidativo inducido por
H>0; en células Caco-2. Las células se incubaron en placas de 96 pozos por 24 h en medio
con NSM/Q, A-NSM/Q, C-NSM/Q y T-NSM/Q a concentraciones equivalentes a 100, 50,
25 y 12.5 uM de quercetina. Las mismas concentraciones de quercetina libre se utilizaron
como control. Posteriormente, se afiadi6 H»O> diluido en PBS hasta alcanzar una
concentracion de 400 uM en cada pozo. Las células se incubaron durante 1 h mas vy,
enseguida, se realiz6 el ensayo MTT, como se describié previamente. Considerando lo

anterior, el tiempo de exposicion total al H>O» fue de 2 h (Zhang et al., 2020).

Antes de evaluar los efectos de los tratamientos sobre el dafio celular inducido por H202, se
establecié un nivel adecuado de estrés oxidativo celular, ya que una tasa de supervivencia
elevada da lugar a inducciones minimas. Al mismo tiempo, un exceso de H>O» puede causar
dafios celulares irreversibles (Chen et al., 2024). A pesar de que la concentracion de H>O»
fue la misma en todos los experimentos independientes, el dafio celular mostréd ligeras
diferencias. Por lo tanto, para obtener valores comparables entre experimentos
independientes, se aplico la ecuacion (2) para calcular la recuperacion de la viabilidad celular
(RVC), definida como el porcentaje de viabilidad celular (VC) perdido debido al efecto del

H>0:> que se recuperd con el tratamiento con Q:
RVR (%) = (VCTratadas - VCEstresadas) / (1 OO'VCEstresadas)

Donde, VCrratadas: VC de las células expuestas a la Q (cargada en particulas o libre) y al
estrés inducido por el H>0s.

VCestresadas: VC de las células expuestas al estrés inducido por H2Ox.

Se investig6 el efecto de las particulas cargadas con Q sobre las células Caco-2 sometidas a
estrés por H>O». Las células se incubaron en placas de 96 pozos durante 18 h en MEM

suplementado que contenia diferentes particulas cargadas con Q a concentraciones de 12,5,
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25, 50 o 100 uM. Se probaron las mismas concentraciones de Q libre en dos tiempos de
incubacion: 2'y 18 h. A continuacion, se afiadié H>O: diluido en PBS hasta una concentracion
final de 400 uM en cada pozo. Las células se incubaron durante 1 h y, a continuacion, se
realizo el ensayo MTT como se ha descrito anteriormente, ampliando el tiempo de exposicion
a 1 h. Teniendo esto en cuenta, el tiempo de exposicion al H,O> fue de 2 h (Zhang et al.,

2020).

Para abordar el efecto de la Q liberada en el medio con la presencia previa de particulas
cargadas, se formaron suspensiones de cada tipo de particula en MEM suplementado, hasta
alcanzar concentraciones de 25, 50 y 100 uM de Q. Tras 24 h de liberaciéon a 37 °C, los
medios se centrifugaron a 780 x g durante 5 min para eliminar las particulas, y el medio de
liberacion (sobrenadante) se utilizo para sembrar células Caco-2, tal y como se describe en

la seccion 2.6.1.
6.11. Cinética de liberacion de quercetina

Se dispersd una cantidad precisa de cada tipo de NSM en un volumen calculado de MEM
para obtener concentraciones de 3 mg/mL. Posteriormente, utilizando microplacas de 96
pozos, las suspensiones se diluyeron en MEM para obtener concentraciones de 25, 50 y 100
uM en un volumen total de 300 pL. Se utilizé una solucién de quercetina libre a 100 uM
como control. Para determinar la cinética de liberacion de quercetina, se emplearon diferentes
pozos en cada intervalo de tiempo (1, 2, 3, 4, 8, 24 y 48 h). Las microplacas se colocaron en
oscuridad a 37 °C £ 2 °C, sin agitacion. En cada intervalo de tiempo, el volumen total de
cada pozo se recuperd, y la mezcla se centrifugd a 16 000 x g por 10 min. Posteriormente, el
sobrenadante se recuperd y se mezclod con una solucion de extraccion (1:7, v/v) compuesta
por acetato de etilo y etanol (9:1, v/v). La mezcla se mezcl6 usando un vortex por 10 s, se
centrifug6 a 16,000 x g por 10 min, y el sobrenadante se sec6 en una campana de extraccion
de gases a temperatura ambiente. Finalmente, el residuo se disolvio en la fase mévil (100 pL)
de la cromatografia subsecuente aplicada para medir la concentracion de quercetina. Se
utilizé un sistema RHPLC Jasco PU-4180 equipado con un fotodetector de arreglo de diodos
MD-4010 (Jasco International, 11-10, Myojincho 1-chome, Hachioji, Tokio, Japon) y una
columna SunFire C18 (4.6 X 150 mm, 5.0 pm, Waters, Milford, MA, EUA). La fase moévil

consistid en una solucion acuosa al 45 % de 0.1 % (v/v) de acido acético (WAc), 40 % (v/v)
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de metanol (Met) y 15 % (v/v) de acetonitrilo (ACN)con una tasa de flujo de 0.5 mL/miny

una temperatura de 30 °C. La deteccion de la quercetina se llevo a cabo a 370 nm.
6.12. Estudio de absorcion celular

Las células Caco-2 se sembraron a una densidad de 2 x 10* células por pozo en placas de 6
pozos y se cultivaron durante 15 dias. El medio de cultivo se cambi6 cada 2 dias durante la
primera semana y cada dia durante la segunda. Antes de los experimentos, las células se
lavaron dos veces con HBSS y se pre-incubaron durante 30-60 minutos a 37 °C. La monocapa
celular Caco-2 se incubd con NSM/Q, A-NSM/Q, C-NSM/Q y T-NSM/Q a una
concentracion equivalente a 50 pM de Q durante 60 minutos. A continuacidn, se recogieron
el medio y dos lavados realizados con 500 pL. de un amortiguador adecuado. Los
amortiguadores utilizados se seleccionaron para proporcionar una carga neutra a MSN, A-
MSN y C-MSN, respectivamente (HBSS, tampén de pH 8.0 y tampén de pH 5.3). Para el T-
MSN, se utilizo un HBSS suplementado con L-cisteina (para promover la ruptura de los
enlaces disulfuro). A continuacion, se afiadieron 500 pL de tripsina 20 uM a las placas, antes
de la incubacion durante 5 minutos a 37 °C y 5 % de COz. A continuacion, se afiadié un
volumen equivalente de medio suplementado para neutralizar la tripsina y se centrifugaron
las células a 780 % g durante 5 minutos. Se retiraron los sobrenadantes y se lavo cada pastilla
con 500 puL del amortiguador correspondiente para eliminar el medio residual y la tripsina.
Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su posterior procesamiento. Para las mediciones
de concentracion de Q, las células se resuspendieron en 0.15 mL de amortiguador de fosfatos
0,1 M que contenia un 1 % (v/v) de Triton X-100 para obtener una solucion de células lisadas.
Las muestras se agitaron en vortex durante 30 segundos y luego se incubaron durante 15
minutos en un bafio de sonicacion (300 W, 0.5 ciclos). Se utilizo el ensayo de Bradford para
determinar el contenido total de proteinas. A continuacion, el lisado se mezclé con 1.2 ml de
acetato de etilo:etanol (proporcidon 9:1 v/v), se agitd en vortex durante 30 segundos para
extraer la Q y se centrifugd a 16 000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirié a
un tubo nuevo y se evapord hasta secarse a 30 °C y 300 rpm en una campana de extraccion
de gases. El residuo final se disolvio en 100 pl de WAc:Met:ACN (45:40:15, en volumen) y
se agitd en vortex durante 30 s. Se examind una alicuota de 20 pul mediante HPLC, tal y como

se ha descrito, para evaluar la concentracion de Q.
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6.13. Ensayo de hemolisis

Para evaluar la compatibilidad de los diferentes tipos de NSM con la sangre, se realizd una
prueba de hemolisis (Zhang y col., 2024). En primer lugar, células sanguineas de ratas (n=
3), no administradas con quercetina, fueron obtenidas mediante la toma de una muestra de
sangre de la arteria dorsal de la cola que se almacend en tubos con anticoagulante K>-EDTA,
siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 6.12. Posteriormente, la sangre se
centrifugd para obtener una pastilla, que se lavo con solucion salina estéril hasta que el
sobrenadante se aclar6. Finalmente, las células rojas sanguineas se diluyeron en solucion
salina estéril para obtener una suspension con una fraccion volumétrica del 2%. Para el
ensayo, se mezcld una concentracion conocida de NSM, A-NSM, C-NSM o T-NSM,
suspendidas en solucion salina, con una suspension de células rojas sanguineas en voliimenes
iguales. Se prepararon suspensiones con concentraciones de 100 pg/mL, 200 pg/mL y 400
ng/mL, respectivamente. Una suspension al 2% de células rojas sanguineas se mezcld con
volumenes iguales de solucion salina estéril y de agua destilada para fungir como control
negativo y control positivo, respectivamente. Finalmente, la suspension preparada fue
levemente agitada a 37 °C por 4 h y se centrifugd a 1,000 rpm por 10 min. Se tomo el
sobrenadante para determinar la absorbancia a 541 nm con un espectrofotometro UV-Vis.
Cada grupo se trabajo en paralelo en 3 ocasiones y la tasa de hemolisis fue calculada de
acuerdo con la ecuacioén (7):

Tasa de hemélisis (%) = —muestra—negativo o 10y (7y

Apositivo _Anegativo

6.14. Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron usando tres réplicas independientes, excepto para el
experimento de cinética de liberacion de Q, y se reporta la media + desviacion estandar.
Todas las comparaciones se llevaron a cabo usando la prueba de Tukey (p< 0.05). Para el
disefio experimental descrito, se realizd un analisis de varianza. Las comparaciones en los

experimentos con células Caco-2 se realizaron mediante la prueba ¢ de Student (p<0.05).
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de las F-NSM

7.1.1. Espectroscopia FTIR

Los resultados de la espectroscopia FT-IR se muestran en la Figura 1. El espectro FT-IR de
la quercetina se encuentra bien descrito en la literatura: las bandas presentes debido a la
vibracion de los enlaces en la molécula se observan a 1668 cm™! (estiramiento del C=0O
cetonico arilico), 1616 cm™! (estiramiento del C=0 del anillo aromatico), 1521 cm™! y 1457
cm! (estiramiento del C=C del anillo aromatico), 1379 cm™' (flexién del O-H del fenol),
1321 cm™! (flexién del C-H aromatico en el plano, 1254 cm™! (estiramiento del C—O en el

anillo éter arilico), y 1169 cm™! (flexién del O—H del hidroxilo o estiramiento del C—O del
metoxilo). [24, 25, 26].
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Figura 5. Espectros FTIR de NSM y F-NSM

Para las NSM y sus derivados funcionalizados, se observan las bandas caracteristicas de los

materiales de silice, correspondientes al estiramiento asimétrico y simétrico del enlace Si—O
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(1056 cm 'y 810 cm ™!, respectivamente) [27]. Los grupos funcionales de las A-NSM fueron

I, correspondientes

confirmados por la observacion de bandas tenues a 1630 cm™' y 1560 cm™
al estiramiento y la flexion del enlace N—H [28,29]. La banda en 1630 cm ™! también ha sido
observada en otros materiales mesoporosos funcionalizados y se ha atribuido a la vibracién
de los grupos —OH del agua adsorbida en sus nanocanales. De manera similar, la presencia
de los grupos carboxilicos de las C-NSM fue confirmada por las bandas correspondientes al
estiramiento C=0 del grupo carboxilico (1716 cm™") [30], y los estiramientos simétrico y
asimétrico del anion carboxilato (1554 cm™' y 1410 cm™!, respectivamente) [29]. Cabe
sefalar que no se detectd una banda tenue en el rango de 2600-2540 cm—1, tipicamente

atribuida al estiramiento del enlace —SH. No obstante, la presencia del grupo —SH se

confirm6 mediante analisis termogravimétrico (seccion 7.1.2).

Con respecto a los materiales mesoporosos cargados con quercetina, se observo una

disminucion significativa de la transmitancia entre 1700 y 650 cm™!

> que corresponde a las
bandas dominantes del espectro de la quercetina pura. Este solapamiento espectral confirma
la incorporacion de la quercetina en la estructura mesoporosa. Adicionalmente, los cambios
observados en la intensidad se correlacionaron de forma inversa con el contenido de
quercetina, consistente con los datos de termogravimetria. De manera notable, el decremento
mas pronunciado en los valores de transmitancia se observo en la muestra de A-NSM, que
presentd la mayor capacidad de carga. Por otro lado, la anchura e intensidad de la banda entre
3700 y 3000 cm! (relacionada con la vibracion del —OH) en todos los materiales se

incrementaron al cargarlos con quercetina, lo cual sugiere la asociacion de esta ultima con la

matriz de silice mediante puentes de H.
7.1.2. Analisis termogravimétrico

La curva de TGA de las NSM muestra un ligero descenso de peso (Figura 10a). De acuerdo
con Candela-Noguera et al., (2024), la pérdida de peso a partir de los 360 °C hasta los 550
°C puede deberse parcialmente a la condensaciéon de una porcion de grupos silanol
adyacentes, mientras que, a partir de los 550 °C, la pérdida de peso puede atribuirse

exclusivamente a la condensacion de los grupos Si-OH remanentes.
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Figura 6. Curvas TGA de las NSM, A-NSM, C-NSM, T-NSM (a) y de la quercetina (b).

Las pérdidas de peso entre 250 °C y 600 °C para las A-NSM, C-NSM y T-NSM se asocian
a las pérdidas de los grupos 3-aminopropil (Abu Rumman et al., 2021), carboxilo (Gou et al.,
2021) y 3-mercaptopropil (Kalantari et al., 2020), lo cual confirma la funcionalizacion del
material. Por otro lado, la curva de TGA para la quercetina (Figura 10b) muestra su completa
degradacion a temperaturas inferiores a 600 °C, con 2 fases de degradacion entre 260 °C y
380 °C y entre 380 °C y 580 °C. La primera pérdida de peso de la quercetina (fendmeno
endotérmico) se relaciona con la descomposicion del anillo C central o con la pérdida de uno

de los dos anillos dihidroxilados A o B (Berlier et al., 2013).

7.1.3. Capacidad de carga

En la Tabla 1 se reporta la capacidad de carga de los diferentes materiales, determinada

mediante el método espectrofotométrico y el analisis termogravimétrico.

Tabla 1. Capacidad de carga de las NSM y F-NSM

Método
Espectrofotométrico TGA
NSM 0.99 + 0.13 2.79 £ 0.20°
A-NSM 1.98 + 0.24° 5.26 £ 0.06
C-NSM 1.09+0.18° 1.85 +0.23¢
T-NSM 0.81 £ 0.004° 1.26 +0.34¢

Los datos se presentan como las medias (n= 3) + desviacion estandar. Medias con letras
diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
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El método espectrofotométrico ofrece magnitudes menores que las del anélisis por TGA. De
acuerdo con lo sefialado previamente, el método espectrofotométrico cuantifica la quercetina
residual tras el proceso de carga de quercetina en las NSM, por lo que puede subestimar la
cantidad de quercetina cargada debido a la degradacion del compuesto durante este
procedimiento o a pérdidas durante el trasvase. Por otro lado, el analisis TGA determina las
diferencias en pérdida de peso entre las muestras cargadas y sin cargar, a partir de los 250
°C, tras la eliminacion de la humedad y residuos de la funcionalizacion y previo a la
degradacion de la quercetina (Figura 11). Esto arroja una estimacion directa de la cantidad

de compuesto presente en el material, lo que proporciona un resultado mas preciso.
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Figura 7. Curvas TGA de (a) NSM; (b) A-NSM; (¢) C-NSM vy (t) T-NSM, vacias o
cargadas con Q (/Q). Para determinar la capacidad de carga de cada material, los pesos de
las muestras se normalizaron al 100% a 250 °C (linea vertical discontinua). Esto se realizd
con fines de calculo y no se muestra en la grafica. El procedimiento se utilizo para excluir

la pérdida inicial de masa debida a la deshidratacion y a la remocion de solventes
residuales.
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De acuerdo con los resultados TGA, la amino-funcionalizacidon incrementd
significativamente (p< 0.05) la capacidad de carga de las particulas, posiblemente mediante
el incremento en el nimero de puentes de hidrogeno formados entre la Q y las NSM debido
a la presencia de los grupos amino. Por su parte, las C-NSM y las T-NSM mostraron una
menor capacidad para alojar la molécula (p< 0.05), lo cual se relaciona con la disminucién
del volumen y del tamafio de poro debido a la adicion de los grupos funcionales en la
superficie del material, como se menciond anteriormente. En el caso de las T-NSM, la menor
capacidad de carga también puede atribuirse a la sustitucion de los “OH de los grupos silano
por grupos —SH, que, debido a la baja diferencia de electronegatividad entre el S y el H,

forman puentes de hidrégeno mas débiles con la Q.
7.1.4. Tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial C

La biodistribucion y la depuracion in vivo de las NSM se ven afectadas de manera
significativa por propiedades como el tamafio de particula y la quimica superficial (Dogra et
al., 2018). El tamafio de particula (TP), el indice de polidispersion (IP) y el potencial { de las
F-NSM suspendidas en PBS ajustado a pH 1.5 o 7.4 se muestran en la Tabla 2.

A pH 1.5, las NSM y las F-NSMs vacias mostraron TP> 1.5 pm, excepto las A-NSMs. Lo
anterior puede explicarse por la carga positiva de las A-NSMs, aportada por los grupos amino
protonados, lo que promueve la repulsion entre particulas y genera valores elevados de
potencial £ (>30 mV). Cuando las A-NSMs estan cargadas con quercetina, su potencial zeta
disminuye (< 16 mV), lo que promueve la formacion de aglomeraciones y el incremento de

su tamafio de particula (> 1.8 um).

Esta observacion puede relacionarse con el descenso de los grupos NH3™ disponibles, lo que
sugiere una fuerte interaccion entre la Q y las A-NSMs mediante puentes de hidrogeno.
Finalmente, todas las particulas cargadas con Q exhibieron un TP> 1.5 pm. Lo anterior puede

asociarse a la interaccion hidrofobica entre particulas cargadas con Q.

Por otro lado, a pH 7.4, las C-NSM, mostraron el menor TP, cercano a 200 nm. Esto puede
deberse a la desprotonacion parcial de los grupos carboxilicos, lo que genera cargas negativas
y la repulsion interparticula correspondiente (potencial { > 38 mV). El tamafio de particulas

de las C-NSMs puede ser adecuado en términos de internalizacion celular, de acuerdo con
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Mazzota et al., (2022), quienes demostraron que particulas con diametro promedio de 179

nm pueden incrementar la absorcion celular en las lineas celulares MDA-MB-231 y

MCF10A, comparadas con particulas con didmetros promedio de 367 nm y de 255 nm.

Tabla 2. Tamano de particula (TP), indice de polidispersion (IP) y potencial € ({) de NSM y
NSM funcionalizadas, sin carga y cargadas con Q, suspendidas en PBSapH 1.5y 7.4.

pH TP (um) IP ¢ (mV)
NSM 1.79+£0.22¢Pb 0.83+0.16"B2 1.57+1.750
s A-NSM 0.87+0.07%¢ 0.6:£0.048¢0 32.93+2.5042
' C-NSM 2.05+0.158¢ 0.64-£0.098¢2° 6.19+0.997¢Pb
Sin T-NSM 2.21+0.148° 0.64+0.1B¢ 1.62+0.76"°
carga NSM 1.03+0.15B¢¢ 0.63+0.14¢Pab -15.83+1.108¢
A-NSM 3.33+0.284 0.86:£0.22ABC2 -6.71£2.234¢
7.4
C-NSM 0.21+0.01¢¢ 0.3+0.01FF® -44.1+2.17¢¢
T-NSM 1.92+0.378° 0.92+0.124B2 -16.1+0.5784
NSM 1.62+0.07Pb¢ 0.64£0.068¢0¢ 4.13+2.01PF¢
A-NSM 2.72+0.124° 0.92+0.0542 15.33+0.3182
1.5
C-NSM 1.70£0.03€Pb¢ 0.42+0.03¢¢ 8.65+1.39¢P
Con T-NSM 1.73+0.12¢Pb¢ 0.73+0.124Bb 1.66£1.13F¢
carga NSM 0.86+0.038¢d  0.66+0.05BP* -13.9+0.858¢
4 A-NSM 3.96:+1.024 0.997+0.0142 -11.4341.024Bd
' C-NSM 0.21+0.004%¢ 0.22+0.01F¢ -41.83+3.09¢¢
T-NSM 0.73+0.03¢¢d 0.57+0.04PEcd -14.57+0.6754

Para un mismo estado de carga con Q (con o sin), letras mindsculas iguales indican que no
existe diferencia entre tratamientos (p<0.05). Para un mismo pH, letras mayusculas iguales
indican que no hay diferencias entre tratamientos (p<0.05).

El tamafio de particula también afecta la biodistribucion: las particulas con didmetros
mayores a 200 nm activan el sistema complemento y son rdpidamente removidos de la
circulacion sanguinea, acumuldndose en el higado y el rindn (Saputra et al., 2022a). Por el
contrario, las particulas con carga negativa interactian desfavorablemente con los lipidos de
membrana y las proteinas del plasma (Saputra et al., 2022b). No se encontraron diferencias

significativas (p < 0.05) en el didmetro ni en el potencial { de las C-NSMs cuando estas se
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encontraban vacias o cargadas con quercetina, sugiriendo que los grupos carboxilicos no

interactian con la quercetina.

Las T-NSMs mostraron TP> 0.5 pm, independientemente del pH y del estado de
carga (vacias o cargadas con Q). Esto puede relacionarse con la formacion de puentes
disulfuro entre las particulas, que podrian evitar la formacion de otras interacciones quimicas.
Esto también puede explicar la ausencia de la banda caracteristica de los grupos —SH en el
espectro FTIR. Se sabe que las particulas con tamafos superiores a 0.5 pm ingresan a las
células fagociticas a través de las rutas de fagocitosis (Oh & Park, 2014). En general, las T-

NSM demostraron propiedades fisicas similares a las NSM no funcionalizadas.
7.1.5. Analisis de fisisorcion de gases

Como puede observarse en la Figura 8, las NSM, NSM/Q y T-NSM/Q mostraron una
isoterma tipo IV, tipica de los materiales mesoporosos con poros cilindricos de tamafio
homogéneo (Garrido-Cano et al., 2021), lo que indica que el proceso de adsorcion se lleva a
cabo mediante adsorciéon multicapa seguida de condensaciéon capilar (Kruk & Jaroniec,

2001).

Estos materiales exhiben la fase de condensacion capilar a presiones relativas bajas (< 0.3).
Por otro lado, las A-NSM/Q y las C-NSM/Q presentan isotermas de tipo III, correspondientes
a solidos macroporosos con adsorcion multicapa. Esta cualidad macroporosa posiblemente
es resultado de los interespacios entre particulas pequeiias, lo cual también se evidencia por

la histéresis a altas presiones reativas (Chiang et al., 2011).

En todas las muestras cargadas con Q, se observo una disminucion significativa de la
absorcion de Na, lo que indica que la carga de quercetina en los poros de los materiales fue
exitosa (Kamarudin et al., 2013). El ciclo de histéresis tipo H1 a altas P/Py, caracteristico de
poros cilindricos abiertos por ambos extremos o de aglomerados de particulas
aproximadamente esféricas organizadas de forma regular, se relaciona con la

macroporosidad interparticula (Berlier et al., 2013).

Todas las particulas analizadas mostraron una distribucion estrecha de tamafio de poro (inset
de la figura 8a), Sin embargo, para las muestras cargadas con Q (recuadros de la Figura 8b-

e), se pueden observar dos reducciones aparentes en el volumen adsorbido por poros en el

47



rango de 3-5 nm y de 6-9 nm, los cuales pueden relacionarse con el didmetro de los poros

ocupados por la quercetina.
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Figura 8. Isotermas de adsorcion/desorcion de nitrégeno y curvas de distribucion de tamafio
de poro (insets) de (a) NSM, (b) NSM/Q, (¢) A-NSM/Q, (d) C-NSM/Q y (e) T-NSM/Q.

Los parametros texturales, como el area superficial, el volumen de poro y el didmetro de

poro, de diferentes NSM se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Area superficial (Aper), volumen de poro (Vp) y diametro de poro (Dp) de F-

NSM/Q.
AT (m%*/g) Vp (cm¥/g) Dp (nm)
NSM 871.508 0.659 3.136
NSM/Q 767.986 0.808 3.315
A-NSM/Q 56.480 0.606 3.136
C-NSM/Q 76.961 0.669 3.714
T-NSM/Q 2 022.822 1.946 3.933
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El Ager de las NSM se compara con lo reportado previamente (Gou et al., 2021). Las NSM/Q
muestran un ligero descenso en el valor de Aggt, mientras que las A-NSM/Q y las C-NSM/Q
presentan los valores mas bajos. Las reducciones significativas en los parametros texturales,
como el area superficial y el volumen total de poros, de las muestras cargadas son indicativas

del llenado de los poros por la quercetina (Trendafilova et al., 2017).

Un buen sistema de administracion debe tener un tamafio de poro lo suficientemente grande
para facilitar la unién y la difusiéon de las moléculas dentro de los poros (Saputra et al.,
2022b). Se ha reportado que la funcionalizacién de las NSM con grupos amino, carboxilo o
tiol, disminuye el volumen y el tamafio de los poros debido a la presencia de los grupos
afadidos a su superficie externa e interna (Velusamy et al., 2018; Kamarudin et al., 2013;
Tran & Lee, 2018; Popova et al., 2018; Cheah et al., 2016). La carga con otras moléculas
también disminuye el didmetro y el volumen de poro (Patifio-Herrera et al., 2019; Szewczyk
et al., 2020). No obstante, las NSM/Q mostraron un incremento en su diametro y en el
volumen de poro. Esto se relaciona con el llenado completo de los poros mas pequefios y la
persistencia de un pequefio volumen libre de mesoporos mas grandes (Bahrami, Badiei &

Atyabi, 2014).
7.2. Liberacion de quercetina in vitro a partir de las F-NSMs

La liberacion de compuestos bioactivos a partir de las NSM depende del grado de interaccion
entre ellos (Kamarudin et al., 2013). A pH 7.4, las NSM cargadas con Q (Figura 9a)
mostraron una liberacion maxima del 35 % tras 8 h, mientras que a pH 1.5 la liberacion fue
menor, alcanzando un maximo del 7.0 % tras 8 h. La constante de disociacion acida (pKa)
de la quercetina es de aproximadamente 6.3 (Pool, Mendoza & Xiao, 2013), mientras que el

punto isoeléctrico (pl) de las NSM es de 2.0 (Lazaro et al., 2018).

Para simular las condiciones de pH a las que son sometidas las F-NSMs cargadas con
quercetina a lo largo del tracto gastrointestinal y presentes en el espacio intracelular, las
particulas fueron suspendidas en PBS ajustada a pH 1.5 y 7.4, respectivamente. En este
sentido, la liberacion acelerada de quercetina a pH 7.4 puede deberse a las fuerzas de
repulsion entre los grupos hidroxilo de la estructura de la quercetina y los grupos silanol de
las NSM, que bajo estas condiciones se encuentran parcialmente desprotonados, confiriendo

carga negativa a las particulas (potencial (=-13.9 = 0.85 mV).
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Figura 9. Cinética de liberacion de Q a partir de: (a) NSM; (b) NSM amino-
funcionalizadas; (¢) NSM carboxilo-funcionalizadas y (d) NSM tiol-funcionalizadas,
suspendidas a pH 1.5 (circulos) o pH 7.4 (cuadrados). Los tratamientos con baja y alta

proporcion F:NSM se representan mediante lineas discontinuas y continuas,

respectivamente. Las lineas corresponden al modelo de primer orden aplicado a los datos

experimentales (simbolos).

Segin Szewczyk et al. (2020), una etapa inicial de liberacién répida se asocia con el

transporte veloz de las moléculas precipitadas en la superficie, de las presentes en la apertura

de los poros y de aquellas débilmente aglomeradas en su interior. A pH 1.5, las NSM exhiben

un comportamiento cercano a la neutralidad (potencial { =4.13 = 2.01 mV), lo que permite

retener el compuesto bioactivo mediante la formacion de puentes de hidrogeno. Tras 10 h, se

observo un descenso en la concentracion de quercetina en el medio, atribuible a la baja

estabilidad de la Q en el medio PBS, donde atraviesa un proceso de rapida autooxidacion que

reduce su vida media a aproximadamente 10 h (Kim et al., 2010).
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Las A-NSM (Figura 9b) aceleran la liberacion de la Q cuando se encuentran suspendidas a
pH 1.5, lo que indica que la presencia de grupos amino cargados eléctricamente favorece su
liberacion. Esto puede resultar poco conveniente, ya que se espera que un buen sistema de
liberacion pH-dependiente limite la liberacion en medio acido (como el gastrico) y promueva

la liberacion continua en condiciones fisioldgicas intestinales (pH 7.4) (Florek et al., 2017).

Por su parte, las C-NSM mostraron un comportamiento similar al de las NSM (Figura 9c¢),
reteniendo la quercetina en mayor medida a pH 1.5 que a pH 7.4. Finalmente, las T-NSM
presentaron una mayor liberacion a pH 7.4, alcanzando una liberacion acumulada del 56 %
tras 10 h, frente al 21 % a pH 1.5 (Figura 9d). Esto sugiere que las NSM funcionalizadas con
grupos tiol pueden favorecer la liberacién de Q tanto en el intestino como dentro de las
células. La liberacion mejorada de Q se asocia con la elevada area superficial observada en
las T-NSM, lo cual concuerda con lo reportado por Hartono et al. (2016), quienes observaron
que una mayor liberacion de moléculas bioactivas a partir de materiales mesoporosos se

observo en particulas con mayor area superficial.
7.3. Digestion gastrointestinal simulada de las F-NSM cargadas con Q

La carga de quercetina en las F-NSM modificé su solubilidad en agua desionizada. Esto
puede observarse en la Figura 10a, donde las T-NSM/Q presentaron la mayor solubilidad
relativa, mas del doble (271.01 % + 2.45 %) que la de la quercetina libre. Las NSM/Q y A-
NSM/Q también incrementaron la solubilidad de la quercetina aproximadamente al doble

(187.86 % +20.44 % y 201.73 % + 23.71 %, respectivamente).

De acuerdo con AbouAitah et al. (2016), cuando la Q se encuentra cargada en las NSM, se
transforma en un estado no cristalino, lo que modifica su solubilidad. En contraste, la Q

cargada en las C-NSM no mostr6 diferencias en su solubilidad.

La concentracion de quercetina en el medio digestivo simulado se determind tras las fases de
digestion gastrica e intestinal (Figura 10b). Tras la fase géstrica, no se observaron diferencias
significativas entre la concentracion del medio con Q libre y la de los medios con NSM/Q y

A-NSM/Q.
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Figura 10. Solubilidad relativa de Q liberada de F-NSM suspendidas en agua desionizada
antes de la digestion simulada (Pre-DS) (a) y concentracion de Q liberada en medio
digestivo simulado afiadido con F-NSM tras la digestion gastrica simulada (Post-DGS) y
tras la digestion intestinal simulada (Post-DIS) (b). Los datos se presenta como las medias
(n=3) *+ desviacion estandar. Columnas con letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0.05).

Por el contrario, las C-NSM/Q y las T-NSM/Q parecen retrasar la liberacion de la molécula.
Tras la fase intestinal, la concentracion en los medios NSM/Q y T-NSM/Q fue
significativamente superior (p < 0.05) a la determinada en los medios Q libre, A-NSM/Q y
C-NSM/Q, lo cual se debe a la liberacion acelerada de la molécula a partir de los materiales
mencionados en primer lugar bajo las condiciones intestinales de pH. Estos resultados

concuerdan con la liberacion pH-dependiente de las F-NSM discutida en la secciéon 7.2.

Mediante la determinacion de la capacidad antioxidante (Figura 11), se observa que, previo
a la digestion simulada, la quercetina libre puede inhibir los radicales ABTS practicamente

por completo (99.71 % = 0.20 %).

Esta capacidad se ve reducida drasticamente tras la fase gastrica (28.80 % = 3.44 %). De
igual forma, la capacidad antioxidante se redujo en las NSM/Q (de 73.58 % +4.15 % a 9.17
% +2.23 %) y en las T-NSM/Q (de 83.67 % +2.84 % a 16.48 % + 3.24 %). S6lo las A-NSM
y las C-NSM parecen preservar la capacidad antioxidante de la quercetina en medio gastrico,
sin embargo, debido a su contenido inicial de la molécula, solo las A-NSM muestran valores

significativos antes (55.88 % + 5.27 %) y después (58.95 % =+ 3.34 %) de esta fase.
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Figura 11. Capacidad antioxidante por el método ABTS de Q liberada en agua desionizada
pre-DS y en medio digestivo simulado afiadido con F-NSM tras la digestion géstrica
simulada (Post-DGS) y tras la digestion intestinal simulada (Post-DIS). Los datos se

presenta como las medias (n= 3) £ desviacion estandar. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (p<0.05).

Esto indica que la quercetina liberada por estos acarreadores mantiene mejor su actividad
antioxidante que la quercetina libre, probablemente debido a la liberacion controlada del
compuesto al pH del medio. Finalmente, tras la fase intestinal, todos los tratamientos
exhibieron una capacidad antioxidante deficiente, con valores entre 5.38 % + 0.10 % (A-
NSM/Q) y 2.36 % + 0.63 % (NSM/Q). Estos resultados sugieren que, a pesar de las buenas
propiedades de liberacion de las NSM y las T-NSM en medio intestinal simulado, ningiin

material mesoporoso logrd preservar las propiedades antioxidantes de la quercetina liberada.

En medio acuoso con pH > 5.0, se ha reportado que la forma ionizada de la quercetina es
susceptible a la degradacion (Zheng et al., 2005); ademas, las moléculas de quercetina son
quimicamente inestables en el medio alcalino acuoso del tracto gastrointestinal debido a una
posible reaccion con los iones hidréxido (Dey, Ghosh & Giri, 2020). La liberacién continua
de quercetina a partir de las NSM y las T-NSM se tradujo en una mayor concentracion de la

molécula.
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Sin embargo, es probable que la quercetina liberada a partir de los materiales mesoporosos,
expuesta a las condiciones del medio, genere productos con actividad antioxidante deficiente,
como se ha reportado previamente (Zheng et al., 2005; Zvezdanovic et al., 2011, Jurasekova
et al., 2014). No obstante, la posible degradacion de la quercetina liberada y la pérdida de la
capacidad antioxidante, el efecto antioxidante de las particulas atin puede subsistir mediante

otros mecanismos.

Los radicales libres derivados de la quercetina pueden inducir estrés oxidativo,
incrementando la produccion celular de anion superdxido y como consecuencia, una
induccién de una respuesta celular antioxidante que puede llevar a la reduccion de las
sustancias reactivas de oxigeno totales (Carrillo-Garmendia et al., 2023). Por otro lado, es
relevante sefialar que la capacidad antioxidante reportada se relaciona directamente con la
quercetina liberada en el medio tras la digestion gastrointestinal simulada, y no con la
cantidad total de quercetina cargada en las diferentes particulas. Tomando en consideracion
que los nanomateriales mostraron una liberacion controlada de quercetina por hasta 10 h, atin
puede subsistir dentro de las particulas una cantidad significativa de quercetina que puede

liberarse tras su absorcion celular.

Adicionalmente, la principal absorcion de las nanoparticulas toma lugar en el intestino
delgado (Hai et al., 2020) a través de sus varios segmentos (Li et al., 2009), mientras que la
evaluacion de la capacidad antioxidante en este trabajo se realizo tras la fase intestinal
completa, por lo tanto, la quercetina liberada a partir de las A-NSM (que mantuvo capacidad
antioxidante tras la fase gdastrica) podria exhibir propiedades antioxidantes en etapas

tempranas de la digestion intestinal.

7.4. Efecto de las F-NSM/Q sobre células Caco-2

7.4.1. Potencial  en medio de cultivo celular

A pesar de la adicién de diferentes grupos funcionales, todas las particulas mostraron un
potencial { altamente negativo, con solo pequeias diferencias (Tabla 4). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Todo-Oikawa et al. (2020), quienes senalan que la
biorreactividad de las nanoparticulas esta influida por la adsorcion de moléculas biologicas
en su superficie, lo que forma una corona de proteinas que depende de la quimica superficial

de las nanoparticulas.
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Tabla 4. Potencial { de las NSM, A-NSM, C-NSM y T-NSM suspendidas en MEM.

Potencial { (mV)
NSM -36.89%° + 1.35
A-NSM -42.61%° + 1.48
C-NSM -44.67°+ 1.51
T-NSM -36.72% +£2.89

Los datos se presentan como las medias (n= 3) + desviacion estdndar. Medias con letras
diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

7.4.2. Citotoxicidad de las nanoparticulas de silice mesoporosa

La citotoxicidad de las particulas de silice mesoporosa es un proceso complejo que involucra
la generacion de ERO y cambios en la integridad de la membrana inducidos por la absorcion
celular, los cuales, a su vez, son fuertemente dependientes del tamafio de particula, la dosis
administrada y el tipo de célula (Kim et al., 2015). Los resultados del ensayo MTT (Figura
12) muestran que no hubo un decremento de la viabilidad de las células Caco-2 expuestas a

las diferentes F-NSM tras 24 h de exposicion, a una concentracion de hasta 500 pg/mL
(p<0.05).
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Figura 12. Viabilidad de células Caco-2 tras 24 h de exposicion a las NSM (gris), A-NSM
(azul), C-NSM (rojo), T-NSM (verde) y a la quercetina (amarillo). Los datos mostrados
representan la media + desviacion estandar (n = 3).
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Estudios anteriores han reportado resultados similares usando esta linea celular: Rashidi et
al. (2014), reportaron que concentraciones de NSM amino-funcionalizadas desde 10 hasta
500 pg/mL no mostraron efecto citotoxico tras 24 h de exposicion. No obstante, tras 72 h se
observod un efecto citotoxico de las particulas a una concentracion de 500 pg/mL (60,6 % de
viabilidad); sin embargo, los autores indican que este efecto puede deberse a la reduccion de

los nutrientes en el medio, lo que detuvo la proliferacion celular.

Por su parte, Ndayishimiye et al. (2021), probaron NSM funcionalizadas con grupos que
confieren caracter eléctrico positivo, negativo o neutro (—NH2, —PO3; y —CH3) y evaluaron su
efecto citotoxico en un rango de concentraciones de 25 a 500 pg/mL, observando que
ninguno de los tratamientos disminuy¢ la viabilidad celular en un 80%, indicando la ausencia

de citotoxicidad en esta linea celular.

Por otro lado, se ha reportado que la adsorcion de moléculas del plasma (corona de proteinas)
tiene lugar independientemente de la carga superficial de las nanoparticulas, actuando como
un recubrimiento que aisla las funcionalidades quimicas de la superficie y, por lo tanto,
previene su efecto citotoxico (Paula et al., 2012). La presencia de la corona de proteinas en

todos los tipos de nanoparticulas se demostré mediante la medicion del potencial C.

Por su parte, la quercetina, hasta una concentracion de 200 pM, tampoco mostr6 un efecto
toxico tras 24 h (p<0.05). Esto difiere de lo reportado por Han et al. (2016), quienes
observaron una clara inhibicion de la viabilidad de células Caco-2 expuestas a
concentraciones superiores a 20 pM de quercetina, lo cual se asocia con un incremento de
sustancias reactivas de oxigeno intracelulares. En contraparte, los efectos benéficos
asociados a los flavonoides se atribuyen a su efecto antioxidante directo, que les permite
secuestrar ERO y ERN gracias a la configuracion de los grupos hidroxilo de su anillo B que

poseen la capacidad de donar hidrogeno y electrones (Kicinska & Jarmuszkiewicz, 2020).

7.4.3. Cinética de liberacion de quercetina

En todas las muestras y tiempos de incubacidn, la cantidad de Q liberada fue inferior al limite
de deteccion (15 pM); por lo tanto, no fue posible estimar con precision el valor inicial

teorico. Sin embargo, este resultado indica una concentracion muy baja de Q en el medio de
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cultivo. La composicion del medio minimo esencial (MEM) incluye sales, aminoacidos,
vitaminas, glucosa, piruvato de sodio y rojo de fenol. No hay suficiente informacion sobre la
estabilidad de los flavonoides en el MEM; sin embargo, se han realizado varios estudios
sobre su estabilidad en el medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), que tiene una
composicion similar, con una concentracion de aminoacidos mas alta (el doble) y una dosis

de vitaminas mas alta (cuatro veces mayor) (Kicinska et al., 2020).

Se ha demostrado que la Q no es estable en condiciones de cultivo celular, como las
proporcionadas por el DMEM. Hu (2012) observo que la Q en DMEM a pH 7 y 8 disminuyd
significativamente (casi un 50 %) en una hora y luego disminuyé gradualmente durante las
siguientes cinco horas. Este autor también evalud los efectos individuales de los suplementos
del medio (HEPES, bicarbonato sddico, glucosa, piruvato sodico, penicilina, estreptomicina

y FBS), y solo el NaHCO3 afect6 significativamente la estabilidad de este compuesto.

Xiao & Hogger (2015) reportaron que la Q incubada en DMEM (10 uM) en ausencia de
células presentaba un tiempo de degradacion media de 17.96 minutos; sin embargo, cabe
sefialar que el polifenol degradado o metabolizado puede presentar una bioactividad diferente

a la del compuesto original.

Cao et al. (2022) realizaron un andlisis in situ mediante UPLC-MS-MS para evaluar la
estabilidad de la Q en DMEM a 37 °C. Tras 180 min de incubacion a 50 uM, la Q era
practicamente indetectable. La degradacion de Q en el medio se atribuy6 a la formacion de
un sistema redox por los componentes del DMEM o a la formacion de complejos de Q con

cationes divalentes mediante quelacion.

Por otra parte, los flavonoides, incluida la Q, pueden formar complejos con proteinas
plasmaticas como la albiimina sérica bovina (BSA) (Geng et al., 2018; Poor et al., 2017; Cao
et al., 2012), lo que sugiere que los complejos Q-proteina pudieron eliminarse por
centrifugacion durante el procesamiento de la muestra. En este sentido, y con base en estos
reportes, se asume que la quercetina es altamente inestable en el medio de cultivo celular

MEM.

7.4.4. Estudio de absorcion celular
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La silice mesoporosa funcionalizada mejora la penetracion de farmacos mediante
mecanismos como la seleccion de canales de transporte especificos, el aumento de la

solubilidad del farmaco o la mejora de la internalizacion celular (Budiman et al., 2024).

La Figura 13 muestra la absorcion de Q por las células Caco-2. Como se muestra claramente,
las C-NSM exhibieron la mayor tasa de absorcion (80.48 + 0.37 % del contenido inicial de
Q de las particulas). Por el contrario, las células internalizaron aproximadamente solo el 10
% de la Q cargada en las A-NSM y las T-NSM, lo que es inferior al 36.03 = 1.28 %

internalizado por las NSM.
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Figura 13. Absorcion de quercetina de células Caco-2. Los datos mostrados representan
media + desviacion estandar (n = 3). Las columnas que indican la concentracion de
quercetina que no estan conectadas por la misma letra mayuscula son diferentes (p<0.05).
Los puntos que indican la tasa de absorcion de quercetina no conectados por la misma letra
minuscula son diferentes (p<0.05).

El tamafio de las particulas es uno de los factores mas importantes que afectan la
administracion del agente encapsulado en NSM al sitio blanco y se ve influido por el pH,
entre otros. En este sentido, normalmente se prefieren las particulas mas pequefias por su

mayor absorcion celular (Siddiqui et al., 2022).

Las vias de endocitosis de las nanoparticulas estan estrechamente relacionadas con su

tamafio. La via de fagocitosis se utiliza para internalizar particulas de més de 0.5 pym y se
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limita a los fagocitos profesionales, como los macréfagos, las células dendriticas y los
neutrofilos (Oh & Park, 2014). Las nanoparticulas con un didmetro >200 nm activan el
sistema del complemento y son eliminadas rdpidamente del torrente sanguineo por los

fagocitos mononucleares y el sistema reticuloendotelial (Mazzota et al., 2022).

Por otro lado, la pinocitosis se produce en todos los tipos de células y puede clasificarse en
endocitosis dependiente de clatrina y caveolina, endocitosis independiente de clatrina y
caveolina, y micropinocitosis (Garrido-Cano et al., 2021). Se ha descrito que las particulas
con un tamafio inferior a 200 nm se internalizan a través de las vias mediadas por clatrina y
caveolas (Mazzota et al., 2022; Garrido-Cano et al., 2021; Sreeharsha et al., 2022). La
endocitosis mediada por clatrina y caveolinas es la via mas importante para la internalizacion
de nanoparticulas, ya que estas se recubren directamente con proteinas plasmaticas al

exponerse a soluciones fisiologicas (Budiman et al., 2024).

Como se discutié en resultados anteriores, las NSM/Q, A-NSM/Q y T-NSM/Q forman
agregados con tamafios de particula en la escala de micras cuando se suspenden en PBS a pH
7.4 (similar al medio de cultivo celular). Por el contrario, las C-NSM/Q mostraron un tamafio
de particula de 210 nm debido a la fuerte repulsion entre ellas. Por lo tanto, la mejora en la
administraciéon de Q por parte de las C-NSM podria atribuirse a una distribucion mas
uniforme en el medio de cultivo celular, lo que da como resultado particulas de tamafio

adecuado que permiten su internalizacion a través de las vias de pinocitosis.
7.4.5. Efecto citoprotector

La quercetina, libre o cargada en F-NSM, mostr6 un efecto protector frente al dafio inducido
por H>O» (Figura 14). Como puede observarse, este efecto protector es dependiente del
tiempo, pues con 2 h de incubacion, la quercetina no mostr6 proteccion bajo ninguna de las
concentraciones probadas. Por el contrario, tras 18 h de incubacion, la quercetina inhibi6 por

completo la reduccion de la viabilidad celular a una concentracion de 100 pM.

Esto fue similar para todos los tratamientos con Q cargada en F-NSM, que también inhibieron
la disminucidn de la viabilidad celular a esta concentracion. No obstante, en el caso de las
NSM y las A-NSM, la concentracion requerida de Q para alcanzar este mismo efecto fue de

50 uM.
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Figura 14. Viabilidad relativa de células Caco-2 tras 2 h o 18 h de exposicion a la
quercetina, con (+) o sin (-) 2 h adicionales de exposicion al H>O». Los datos mostrados
representan la media + desviacion estandar (n = 3). Los tratamientos diferentes al control
(NT+H203) estan marcados con *(p<0.05) o **(p<0.01).

Los resultados coinciden con lo reportado por Zhang et al. (2020), quienes evaluaron el efecto
protector de la quercetina sobre la viabilidad de las células PC-12 expuestas a este tipo de
estrés. Los investigadores asociaron esta actividad con la reduccion de la expresion inducida
por H>O; del malondialdehido (MDA) y con el incremento de la expresion de la superoxido

dismutasa (SOD) y del glutatiéon (GSH).

Por su parte, otros reportes confirman el efecto protector de la quercetina frente al dafio
oxidativo inducido por H>O: en el modelo de células Caco-2. Dong et al. (2020), observaron
la reversion del dafio celular inducido por H20: y el decremento de las ERO; los autores
indican que la quercetina puede incrementar la proliferacion celular y la concentracion de
GSH intracelular mediante la sobrerregulacion de la transcripcion de la subunidad catalitica

de la ligasa glutamato-cisteina (GCLC), eliminando las ERO en exceso.

Por otro lado, en un estudio con una linea celular de epitelio géstrico, Yao et al. (2021)
demostraron que la quercetina inhibe el dafio por estrés oxidativo mediante el mejoramiento
de la funcidon mitocondrial y de la barrera mucosa, y mediante la supresion de la inflamacion
a través de la regulacion de la ruta de sefalizacion PI3K/AKT. Esto habia sido previamente
reportado por Carrasco-Pozo et al. (2012), quienes sefialaron la proteccion ofrecida por la
quercetina contra la disfuncion mitocondrial en células Caco-2 y la asociaron a su habilidad

para entrar a las células y acumularse en la mitocondria.
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De la misma forma, Vissenaekens et al. (2021) propusieron una respuesta al estrés en células
intestinales (Caco-2) con disfuncion mitocondrial, basada en el incremento de la quercetina

intracelular, parcialmente localizada en las mitocondrias estresadas.

Como se puede observar, el efecto protector de la quercetina depende del tiempo, toda vez
que a 2 h de incubacidon no mostrd efecto en ninguna de las concentraciones probadas. Las
propiedades antioxidantes de la quercetina se encuentran relacionadas con dos mecanismos
(1) su capacidad directa para secuestrar ERO y (2) la sobrerregulacion indirecta de la
expresion de genes relacionados con la sintesis de sustancias antioxidantes (Fuentes et al.,

2017).

Karancsi et al. (2022), demostraron que la quercetina posee un efecto prooxidante asi como
antioxidante en células de yeyuno (IPEC-J2) estresadas por LPS (lipopolisacarido). El
tratamiento con quercetina increment6 la concentracion de H>O» extracelular, sin embargo,
en general, disminuy6 la produccion de ERO. Aunado a lo anterior, muchos estudios han
mostrado que la oxidacion de la quercetina produce metabolitos con capacidad antioxidante
similar o incluso superior a la del flavonoide no oxidado, manteniendo su capacidad de

secuestro de ERO (Fuentes et al., 2017; Atala et al., 2017).

Al mismo tiempo, la quercetina oxidada contiene metabolitos que no son prooxidantes por si
mismos, pero que, cuando se afiaden en altas concentraciones a células expuestas a un estrés
oxidativo severo, pueden sufrir cambios quimicos que generan especies prooxidantes. No
obstante, bajas concentraciones de estos metabolitos pueden inducir, a través de diferentes
rutas de sefializacion, una respuesta celular antioxidante temprana, eficaz y plenamente

compensatoria.

En este sentido, es conocida la capacidad de la quercetina para sobrerregular la capacidad
antioxidante de las células mediante la activacion de Nrf2, un factor de transcripcion que se
une a Keapl en el citoplasma (Cuadrado et al., 2019). El estrés oxidativo puede provocar
cambios conformacionales en Keapl, lo que conduce a la disociacion y activacion de Nrf2.
Posteriormente, Nrf2 entra al nlcleo y se une a elementos de respuesta antioxidante,

activandolos (Liu et al., 2024).
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Figura 15. Viabilidad relativa de células Caco-2 tras 18 h de exposicion a F-NSM/Q y con

(+) o sin (—) 2 h de exposicion a H20-. Los tratamientos con H2O: que difieren del control

(NT + H20:) estan marcados con * (p<0.05) o *** (p<0.001). Los datos mostrados son las
medias = D.E. (n=3).

La quercetina (Q) a 100 uM, cargada en NSM (nanoparticulas de silice mesoporosa),
mantuvo su efecto protector (Figura 15). Para las A-NSM, la concentracion de Q necesaria
para inhibir por completo la viabilidad celular fue de 50 uM.

Interesantemente, las NSM/Q, A-NSM/Q y T-NSM/Q mostraron un aumento de la viabilidad
celular en células no estresadas a una concentracion de 100 pM de Q (p<0.05). Esto podria
estar relacionado con la naturaleza celular proliferativa de las NSM, que poseen potencial
para la ingenieria de tejidos debido a sus propiedades intrinsecas osteogénicas y
proangiogénicas (Rasool et al., 2023; Kanniyappan et al, 2020).

Ademas, este efecto podria deberse a la actividad beneficiosa de la quercetina en diversas
lineas celulares, incluidas las células Caco-2 (Suzuki et al., 2009), combinada con la
capacidad de las particulas mesoporosas para preservar y, potencialmente, potenciar su

actividad bioldgica en comparacion con las células no tratadas.
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Por el contrario, cuando las particulas fueron removidas del medio antes de la incubacion de
las células Caco-2 (Figura 16), no s6lo se eliminé el incremento en la viabilidad de las células

no tratadas, sino también el efecto protector de las células estresadas.

Esta observacion coincide con los resultados de la Seccioén 7.3, que mostraron que la Q es
inestable en los medios de cultivo celulares. Esto implica que el efecto citoprotector de las
particulas cargadas no se debe a la liberacion de Q (quercetina), y se especula que dicho
efecto depende de: (a) la cantidad de Q adsorbida en su superficie, (b) la cantidad de Q

entregada al interior de la célula, o (¢) el efecto de las propias NSM.

En este ultimo caso, es esencial destacar las T-NSM, que contienen un grupo tiol nucleofilico
(R-SH) capaz de interactuar directamente con los centros electrofilicos de los radicales
oxidantes (Ferreira et al., 2019). En este sentido, las T-NSM se utilizaron para promover la
regeneracion de tejido 6seo, demostrando actividad antioxidante al neutralizar las ERO
(especies reactivas de oxigeno) generadas en células precursoras de osteoblastos murinos
(MC3T3) y al proteger contra el dafio celular inducido por las ERO (Rasool et al., 2023). Sin
embargo, el mecanismo que explica el efecto citoprotector de las T-NSM en los resultados

presentados aun no esta claro.

La Figura 17A compara los efectos de la Q libre o cargada sobre la recuperacion de la
viabilidad relativa de las células Caco-2. A diferencia de la Q libre, todos los tratamientos
con MSN cargadas con 100 uM de Q mostraron una recuperacion de la viabilidad relativa

superior al 100% (Figura 17B).

Cabe senalar que, en comparacion con la Q libre, este efecto se obtuvo sin emplear DMSO
como vehiculo. Se requieren mas investigaciones para esclarecer el mecanismo subyacente
a esta observacion; no obstante, los hallazgos aqui presentados sugieren que las NSM pueden
proteger a la Q de la degradacion en los medios de cultivo celular y evitar que esta forme
complejos con los componentes del medio. Ademas, esto conduce a una mejor entrega de la
Q al interior de la célula. Todas las particulas cargadas mostraron efectos citoprotectores mas

potentes que los de la Q libre; sin embargo, los mecanismos parecen diferir entre si.
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Figura 17. Recuperacion de la viabilidad relativa de células Caco-2 expuestas a H20- tras
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7.5. Evaluacion de las nanoparticulas funcionalizadas usando un modelo animal

7.5.1. Ensayo de hemolisis

La Figura 18 muestra la tasa de hemdlisis de los vehiculos de silice. Con la menor
concentracion probada de 50 pg/mL las NSM y las T-NSM mostraron una tasa de hemdlisis
superior al 20 %. Se ha determinado que un nanomaterial con una tasa de hemolisis superior

al 5 % presenta efectos hemoliticos (ASTM International, 2008).
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Figura 18. Tasa de hemolisis de las NSM y F-NSM

El efecto hemolitico de las NSM se debe a los grupos silanol, que pueden ionizarse e
interactuar con los grupos fosfatidilcolina de las membranas de los globulos rojos, lo que
causa su disrupcion (Paula et al., 2012). Se menciono previamente que los grupos —SH actiian
de manera similar a los grupos “OH de las NSM al disociarse, lo cual explica el efecto

hemolitico observado en las T-NSM (Fig. 18).

Por otro lado, las A-NSM y las C-NSM no mostraron efectos de hemdlisis. En estudios
previos se ha descrito que la inhibicion de la interaccion de las nanoparticulas de silice con
los grupos trimetilamonio presentes en las membranas de los globulos rojos resulta en una

reduccion significativa de la actividad hemolitica (Farjadian et al., 2018).

En este sentido, los grupos —NH3" en la superficie de las A-NSM mostraron una reduccion

significativa de su carécter eléctrico negativo, lo que disminuyo su interaccion con los grupos
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trimetilamonio cargados positivamente. A partir de 250 ug/mL todas las nanoparticulas
mostraron tasa de hemolisis >60 %, a excepcion de las C-NSM. Las C-NSM mostraron una
excelente biocompatibilidad, ya que no presentaron efecto hemolitico hasta una
concentracion de 500 pg/mL. La excelente biocompatibilidad de las C-NSM se ha reportado
previamente (Majidi et al., 2024; Gou et al., 2021) y se atribuye a su potencial { altamente
negativo (menor a —40 mV), el cual previene su interaccion con la membrana celular del

eritrocito con carga neta negativa.
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8. Conclusiones

El empleo de las NSM como sistema de administracion de quercetina mitigo las limitaciones
criticas de su administracion oral, incrementando su solubilidad acuosa y permitiendo una
liberacion controlada en condiciones gastricas. La modificacion de la quimica superficial de
las NSM modificéd sus caracteristicas: la funcionalizacion con grupos amino maximizoé la
capacidad de carga y preservo las propiedades antioxidantes de la Q tras la digestion gastrica.
Por su parte, la carboxilo-funcionalizacion previno la aglomeracion de las particulas,
mientras que la tiol-funcionalizacidén optimizé la solubilidad del flavonoide y su perfil de
liberacion a pH fisiologico. Aunque la capacidad antioxidante en medio intestinal simulado
no se preservo para la Q liberada, es necesario hacer hincapié en el potencial remanente de
las nanoparticulas que albergan el compuesto adsorbido y que mantienen su liberacion

sostenida.

Al interactuar con medios bioldgicos (MEM), todas las NSM exhibieron un potencial
similar, lo que indica la formaciéon de una corona de proteinas independiente de la
funcionalizaciéon. Respecto a la seguridad bioldgica, los materiales no mostraron
citotoxicidad en células Caco-2 a concentraciones de hasta 500 ug/mL. Se observo una
marcada inestabilidad de la Q en el medio de cultivo celular, lo que sugiere que sus efectos
se relacionan con sus productos de degradacion y con la respuesta celular intrinseca. En
cuanto a la absorcion celular, las C-NSM destacaron al incrementarla en un 300%. En
ensayos de estrés oxidativo, tanto la Q libre como la cargada ejercieron un efecto protector
contra el dano inducido por H>O»; sin embargo, la quercetina cargada en nanoparticulas
demostr6 una recuperacion de la viabilidad celular superior, lo que evidencia que la
proteccion estd mediada por la presencia de las particulas y no exclusivamente por la fraccion

liberada.

En sintesis, las C-NSM se perfilan como el vehiculo més prometedor. A pesar de no
maximizar la carga inicial, su capacidad para potenciar la absorcion intestinal, mantener la
biocompatibilidad y presentar hemolisis nula (a diferencia de las otras variantes) las
posiciona como una alternativa superior para la administracion de farmacos. Las futuras
investigaciones deben dirigirse a los sistemas de administracion basados en nanoparticulas

de silice mesoporosa para evaluar in vivo la farmacocinética y la biodisponibilidad oral. Esto
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permitira integrar la informacion obtenida in vitro sobre la liberacion de quercetina, su
estabilidad gastrointestinal y su absorcidon celular. Asimismo, resulta de gran interés
profundizar en la caracterizacion protedmica de la corona de proteinas formada en distintos
fluidos biologicos, con el fin de comprender como esta capa biologica modula las

propiedades quimicas de las nanoparticulas.
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