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Los aniones de acido sinapico se intercalaron en la region interlaminar del hidréxido
doble en capas de Zn-Al, mediante intercambio idnico siendo este el método mas
Aceptado: factible para la sintesis. El material generado por este proceso se caracteriz6
05/octubre/2023 estructuralmente y se probé en dos aplicaciones importantes: de forma in vitro como
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agente de entrega en un sistema que imita las condiciones biolégicas durante un
periodo de tiempo determinado evidenciando la capacidad que tiene para ser un
nanotransportador y como antioxidante mediante la optimizacién del ensayo 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en condiciones normales, para obtener el porcentaje
de inhibicién como captador de radicales libres.

ABSTRACT

The sinapic acid anions were intercalated in the interlaminar region of the double
hydroxide in Zn-Al layers, by means of ion exchange, this being the most feasible
method for the synthesis. The material generated by this process was structurally
characterized and tested in two important applications: in vitro as a delivery agent in
a system that mimics biological conditions for a given period of time, evidencing its
ability to be a nanocarrier, and as an antioxidant by optimizing the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil (DPPH) assay under normal conditions, to obtain the percentage of
inhibition as a free radical scavenger.
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Introduccion

Actualmente la busqueda de matrices, organicas e
inorganicas, adecuadas para encapsular moléculas
biol6gicamente activas (MBA) ha ido incrementado,
debido a la necesidad de protegerlas de factores que
alteren su integridad quimica. A medida que estos
estudios avanzan, surgen nuevas necesidades para
mejorar tanto la via como la dosis de administracion de
las MBA en el organismo. Una necesidad especifica, es
proteger la MBA durante su paso por el tracto digestivo
para que la liberaciéon ocurra de manera sostenida y
prolongada en el intestino, con el fin de reducir la
frecuencia de ingesta (Rives etal, 2014). Se ha fijado
gran atencion en los sistemas bidimensionales
biocompatibles, en especifico los llamados hidréxidos
dobles laminares (HDL); esto gracias a su gama de
propiedadeslo que les permite ser participes de una gran
variedad de aplicaciones (Mishra et al., 2018).

Los HDL originalmente son un mineral tipo Hidrotalcita
(HT) (Dana, James D. Dana n.d.), descubiertos en la
naturaleza alrededor del afio 1842, su composicién
quimica estd representada por la féormula general [MII: -
xMIII x (OH)z] ** [Ar¢/m y- H20] ¥, donde M(II) y M(III) son
cationes metalicos divalentes y trivalentes,
respectivamente y A™ es un aniéon n-valente. Estos
compuestos consisten en ldminas octaédricas de tipo
brucita cargadas positivamente, alternadas con capas
intermedias que contienen aniones carbonato en el
mineral natural u otros aniones intercambiables
sintéticos similares a HT, junto con moléculas de agua
(Skinner, 1963). En particular, si el anién es de
naturaleza organica el nuevo material se considera un
material hibrido debido a la presencia de interacciones
electrostaticas fuertes.

En los ultimos afios, se ha informado sobre la existencia
de métodos sencillos y de bajo costo (Taylor, 1969; Birgiil
& Tasdemir, 2012; Evans & Duan, 2006) para preparar
los materiales nanohibridos (s6lidos laminares) tal como
la coprecipitacion, el intercambio iénico y el efecto
memoria.

Particularmente el intercambio iénico es un método
comunmente utilizado para esta sintesis, ha sido efectivo
para la intercalacién de diferentes tipos de aniones
(Evans & Duan, 2006; Cunha et al., 2016; Kostadinova et
al.,, 2016). El intercambio de huéspedes generalmente
depende de las fuerzas electrostaticas entre las capas de
HDL cargadas positivamente y los aniones en
intercambio (Kuthati et al.,, 2015). Los aniones huésped,
mas comunes son NO-3, Br-y Cl- (Rives et al,, 2014), para
evitar la intercalacion de carbonatos.

La existencia de una interaccion electrostatica débil con
las capas genera que estos aniones se pueden reemplazar
facilmente por aniones con una interaccién electrostatica
mas alta con las capas.

Teniendo como objetivo demostrar el uso potencial de
acido sinapico intercalado en HDL a base de ZnAl
biocompatible. Llevando a cabo dos estudios in vitro para
determinar la viabilidad de utilizar este material como
antioxidante y también como un sistema prolongado de
liberacidn.

Metodologia
Sintesis del material

Se utiliz6 el método de hidrdlisis de la urea para
sintetizar ZnAl-NOs (Zn2*/Al3+ = 2) doble capa de
hidroxido (Pshinko et al,, 2011). Brevemente, Zn(NO3): .
6H20 y AI(NOs3)s.9H20 se disolvieron en agua destilada y
desionizada libre de CO2. Luego, una mezcla de urea y
amonio, se afadié nitrato y la mezcla se agité
magnéticamente. En un matraz fondo redondo de tres
bocas equipado con reflujo condensador a 90 °C durante
10 h. El sistema fue purgado de CO: por gas argdn
burbujeante durante 1 h. El precipitado blanco se
centrifugé durante 15 min, lavado con agua caliente
desionizada y libre de CO2 y finalmente secado a 120 °C
durante 12 h en un horno. Después de preparar el HDL
ZnAl-NOs3, el intercambio i6énico en ZnAl, y de manera
general, el acido sinapico se disolvid en una mezcla
etanol/agua libre de CO2. Para asegurar la presencia de
los aniones (provenientes de la deprotonaciéon de la
funcién acido carboxilico del 4cido sinadpico) el pH de la
solucién se ajusté a 9. Seguido a esto, la soluciéon se
burbujeo durante 20 min con argén a fin de purgar y
mantener una atmosfera inerte. Posteriormente se
adiciono la proporcién calculada del hidréxido doble
laminar en su forma HDL-NOs que previamente se tenia
sintetizada en el laboratorio. El burbujeo con argén se
mantuvo durante 30 min para finalmente sellar el
sistema y asegurar una atmosfera inerte. El sistema se
dejo en agitacion durante 4 dias a temperatura ambiente.
Luego de este tiempo, el sélido se separd por
centrifugacion y fue lavado con agua libre de CO2 y etanol,
pues evitd la competencia con los demdas aniones o
moléculas en la regién interlaminar y por ultimo fue
secado a 35 °C durante 48 h (Jain et al., 1981).

Liberacion Controlada

Previo a las pruebas de liberacién se realizé una curva de
calibracién para poder determinar la cantidad de MBA
liberada. Los resultados se reportan en una curva de
porcentaje de liberacion de MBA en funcion del tiempo.
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Las pruebas de liberacion se realizaron en un sistema
buffer fosfato salino con pH=7.40, a una temperatura de
36.6 °C, manteniéndose en agitacion constante dentro de
una incubadora. Se uso una membrana de dialisis con los
sistemas suspendidos en la solucién salina. Tomandose
alicuotas de la muestra en intervalos de tiempo durante
varias horas, las cuales fueron analizadas mediante
espectroscopia UV-vis.

Propiedad antioxidante

Para la actividad antioxidante se preparé una soluciéon
0.1 mM de DPPH. Para la medicién se tomaron distintas
concentraciones de material hibrido. Brevemente, se
pesaron y colocaron en viales dmbar, agregando DPPH
(previamente preparada), las cuales fueron incubadas a
25 °C manteniéndose en agitacion hasta la disolucién de
esta. A cada una de estas soluciones se le agrego etanol y
se mantuvieron en agitacion a T ambiente y en la
oscuridad.

Resultados y discusion
Hidréxido Doble laminar

En la figura 1. se muestra el difractograma del sélido, as{
como la distancia interplanar doo3. Mediante la
comparacion con el patréon de difracciéon caracteristico de
la hidrotalcita. En la tabla 1. se muestra la distancia
interlaminar y el parametro de red c para el sélido ZnAl-
NOs, obtenidos por DRX, obedeciendo a la tendencia
esperada segtn el tamafio del anién presente en la regiéon
interlaminar.

Intencidad (u.a)

5 10 15 20 25 30 35
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Figura 1. Difractograma del Hidréxido Doble Laminar
ZnAl-NOs.

Tabla 1. Pardmetro de red c del HDL.
doos (A)

Solido 26 () Parametro c (A)

ZnAl-NOs 9.86 8.96 26.88

El espectro infrarrojo mostrado en la figura 2. es
congruente con lo reportado en la literatura. El sélido
ZnAl-NO3z muestra una banda de absorcién ancha y muy
intensa, centrada alrededor de 3445 cm-!, que se atribuye
a la frecuencia de vibraciéon del modo de estiramiento
aOH de los grupos O-H que forman las laminas tipo
brucita, asi como también es atribuible al mismo modo
de vibracién, pero de los grupos O-H del agua contenida
en la regién interlaminar.
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Figura 2. Espectro Infrarrojo del Hidréxido Doble Laminar
ZnAl-NOs.

Labanda de absorcién que se asocia al modo de vibracién
de flexién de los grupos O-H en las moléculas de H20
aparece en 1616 cm. El pequefio hombro situado
alrededor de 3065 cm™ se atribuye a la frecuencia del
modo de vibracién de los grupos O-H en las ldminas. La
region por debajo de 1000 cm'! contiene bandas que se
asignan a las vibraciones de los enlaces M-0 y 0-M-0 que
conforman la red. Finalmente, lo mas importante en la
caracterizacion del s6lido es la presencia de la banda
1384 cm'l, pues esta banda proviene de los modos de
vibracion de los aniones que residen en el espacio
interlaminar. De esta forma, la primera banda situada a
1384 cm! para este sélido se le atribuye al modo de
vibracién 3 del grupo NOs.
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En la figura 3. se observa claramente el desplazamiento
de la reflexién del plano 003 hacia 5.67° en 20, primer
indicio de que se ha intercalado la MBA en su forma
aniénica. Asimismo, se encuentran la reflexién armoénica
006 en 11.17°. Lo anterior implica que la molécula se ha
intercalado con orientaciones distintas.
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Figura 3. Difractograma del material ZnAl-NOs-Acido Sinapico.

Ademas, muestra la presencia de tres reflexiones entre
los angulos 30° y 40° en 26, que se atribuyen a las
reflexiones caracteristicas del ZnO.

Calculando la distancia interlaminar por la ecuacién de la
ley de Bragg en el plano basal (003), con la reflexion que
muestra mayor intensidad, se obtiene un valor de
doo3=14.524 Ay, por consiguiente, debido al tamafio de
una ldmina tipo brucita 4.8 A, se obtiene una altura de
galerfa de 9.7243 A.

De igual forma, se muestran reflexiones después de los
60° en 26, las cuales equivalen a la distancia entre los
cationes metdlicos dentro de las laminas y que pueden
determinarse mediante el pardmetro de celda a, de
féormula a=2d110; donde d es calculada de la misma forma
que la distancia interlaminar por la ley de Bragg y; el
parametro de red c, relaciona la distancia interlaminar a
partir de la reflexién del plano basal (003), de férmula
c=3doos. Asi, los calculos proporcionan los valores de los
parametros de celda a=3.0475 Ay c=43.5728 A.

Por otra parte, se realiz6 la comparacion entre la matriz
y el material hibrido, con la MBA intercalada mediante
espectroscopia IR.

En el espectro IR reportado en la figura 4, puede verse la
presencia de un mayor ndmero de bandas,
correspondientes a los nuevos grupos funcionales que se
han intercalado.

Existe una banda ubicada entre 3400 cm1y 3500 cm-1, la
cual estd asociada a vibraciones de estiramiento y
tension de los grupos OH, en la capa del material hibrido;
esta se encuentra seguida de una banda a 1640 cm,
atribuida a las vibraciones de flexion de los enlaces O-H.
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Figura 4. Espectro Infrarrojo del ZnAl-NOs- - Acido Sinapico.

El espectro de IR se encuentra en la regién de la
sustitucién aromatica, por su estructura, las sefiales se
encuentran en 1550, 1408, 750 y 670 cmL. Asi como un
numero de bandas por debajo de 1000 cm<,
pertenecientes a las vibraciones de M-0 y 0-M-0, que son
las vibraciones de los oxigenos que estan coordinados a
los iones metalicos y que, de igual forma, muestra un
desplazamiento de las bandas.

Evaluacion

La curva de espectrofotometria de la molécula del acido
sindpico que se muestra en la figura 5 presenta una de
sus regiones de maxima absorcién, mediante una
comparativa de los diferentes nimeros de onda, en un
intervalo de 200 a 900 nm y a distintas concentraciones
en un rango de 0 a 400 ppm.

Asi, una maxima absorciéon para el acido sinapico,
detectada en el espectrofotémetro, ocurre a los 307 nm.
Al graficar la concentracién y la absorbancia a una
longitud de onda, se obtiene una regresion lineal,
definida por la ecuacién y=0.0808x-0.2315 y un valor de
correlacion (r), igual a 0.9992
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Figura 5. Espectro UV-Vis para soluciones de 4cido sinapico.
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Figura 6. Liberacién del material ZnAl-NOs - Acido Sinapico.

Tal como se muestra en la figura 6. se obtuvieron
resultados de 28.5 %, al haber transcurrido los primeros
5 minutos; 67%, antes de 30 minutos y el 100%, después
de 150 minutos. Posteriormente, al aumentar los 150
minutos, la liberacion finaliza con 92 % de liberacién del
total activo. Esto refleja valores decrecientes al haber
alcanzado el 100%, lo cual se atribuye a una
cristalizacion del sdélido, que ha sido liberado
inicialmente, asi como al tiempo en el que se ha
comenzado la liberacién y las propiedades especificas del
material hibrido.

Con esta evaluacion se comprueba la habilidad de las
matrices inorganicas, para actuar como matrices
huésped que logran encapsular una MBA y liberarla en
un medio biolégico, en proporcion respecto al tiempo.

Finalmente, la actividad antioxidante es un método que
se basa en medir la captacion del radical libre DPPH por
parte de la estructura antioxidante. Siendo este un
radical estable que presenta en disolucién un color
violeta oscuro.

Una vez mezclado el radical y el antioxidante indica que
a mayor captacion del radical libre por parte del
antioxidante, habra una disminucién de la absorbancia
inicial en el DPPH, lo que conlleva una decoloracién del
color violeta inicial. Esta diferencia de absorbancia indica
la capacidad antioxidante de la estructura de estudio.

Los resultados mostrados en la tabla 2. estdn expresados
como porcentaje presentando buena capacidad
antioxidante, con un promedio de 22.18 %. Estos datos
nos indican que es importante conocer la cinética de la
reaccion y la capacidad del antioxidante para reaccionar
con un radical especifico; en el caso de la desaparicion del
radical DPPH que presenta una ecuaciéon doble
exponencial que sugiere la presencia de antioxidantes
que actian de forma rapida o lenta.

En este sentido, el acido sindpico se considera con un
efecto protector antioxidante y se evidencia en la Tabla 2.
donde los valores obtenidos de absorbancia no varian a
lo largo del ensayo, mostrando a tiempo cero un valor de
absorbancia muy inferior al obtenido por el radical DPPH
lo que se traduce en actividad antioxidante. Como la
inactivacion del radical se inicia tan pronto como se
adiciona el material hibrido, no es viable la
determinacion directa de la absorbancia al tiempo cero,
por lo que se evalua la disminucién de absorbancia a lo
largo del tiempo

Tabla 2. Datos de absorbancia de la capacidad antioxidante.

Concentracion Absorbancia Uy Cap.
Antioxidante
(mg)
Dpphewox 11.33
0.5 8.975 22,15958389
1 8.869 23.07892454
2 2.071 2132697311
Promedio 22,1884093738
Conclusiones

El conjunto de resultados y su analisis permite formular
las siguientes conclusiones:

Se prob6 que el material obtenido por intercambio iénico
(ZnAl-NOs3), logro reconstruirse y obtener el material
hibrido HDL-AS requerido.
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La caracterizacion y evaluacion de los materiales, resultd
indispensable para la determinacién de lo anteriormente
mencionado, asf como de las caracteristicas propias de
cada material.

La evaluaciéon de liberaciéon controlada, reflejo el
comportamiento de los materiales intercalados, en un
medio que simula el pH y la temperatura fisiol6gica; en la
que los materiales que contienen a la molécula huésped
reflejan una mayor velocidad de liberacion.

El HDL de partida, presento actividad antioxidante
importante dejando en evidencia que el acido sinapico es
buen antioxidante.
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