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I1l. RESUMEN

Los flavonoides son compuestos polifenolicos, que han destacado por sus propiedades
antioxidantes. El uso de estos compuestos en formulaciones tdpicas, se ha visto limitado por
su inestabilidad y escasa solubilidad en agua. Las nanoparticulas han sido ampliamente

utilizadas para incorporar, estabilizar y controlar la entrega de diferentes activos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la adsorcién de morina en nanoparticulas de silice
modificadas superficialmente con grupo amino y el efecto del medio de dispersién sobre la
estabilidad del sistema nanoparticula-morina (NP-MOR), ademas de evaluar la capacidad
antioxidante de este sistema frente al radical hidroxilo.

Para realizar lo anterior, se sintetizaron nanoparticulas mesoporosas de silice
superficialmente modificadas con grupo amino. Mediante experimentos tipo Batch, se
obtuvieron nanoparticulas con morina adsorbida, las cuales fueron caracterizadas midiendo
el tamafio, distribucion, potencial zeta y utilizando espectroscopia infrarroja y microscopia
electronica de barrido. La adsorcion se estudié mediante modelos de isoterma, modelos
cinéticos y parametros termodinamicos. El efecto del medio de dispersion sobre la estabilidad
de la morina adsorbida en las nanoparticulas, se evalud dejando las NP-MOR en contacto
con diversos componentes comunmente utilizados en formulaciones farmacéuticas y/o
cosméticas. Para evaluar la capacidad antioxidante de las NP-MOR, se utilizé la metodologia

de spin-trapping, asociada a Resonancia Paramagnética Electrénica.

Los resultados mostraron que la adsorcion de morina sobre las nanoparticulas fue de 11
mg g*. Los datos experimentales se ajustaron de buena forma tanto a los modelos de isoterma
de Langmuir y de Freundlich, como al modelo cinético de pseudo-segundo orden; ademas
los parametros termodinamicos sugieren que la adsorcion fue espontanea y controlada
principalmente por un proceso de quimisorcion. El sistema NP-MOR fue estable en los
medios de dispersion estudiados, con excepcién de aquellos que contenian carbomer. El
estudio preliminar de la capacidad antioxidante frente al radical hidroxilo revelé que la
capacidad de scavenging de la morina en solucién, fue aumentada en un 57% cuando se

encuentra adsorbida sobre las nanoparticulas.
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IV. SUMMARY

STUDY OF THE ADSORPTION OF MORIN ONTO
NANOPARTICLES, EVALUATION OF DISPERSION MEDIA AND
ANTIOXIDANT CAPACITY

Flavonoids are polyphenolic compounds, which have remarkable antioxidant properties. The
useful of these compounds in topical formulations has been limited because of its instability and poor
water solubility. Nanoparticles have been widely used to incorporate, stabilize and control the
delivery of different drugs.

The aim of this work was to study the adsorption of morin onto the surface of silica nanoparticles
modified with amino group and the effect of the dispersion media on the stability of nanoparticle-
morin system (NP-MOR), besides of evaluating the antioxidant capacity of this system against the
hydroxy| radical.

For this purpose, modified-mesoporous silica nanoparticles with amino group were synthesized.
By batch experiments mode, morin adsorbed onto nanoparticles was obtained, which were
characterized by measuring size, distribution, zeta potential and using infrared spectroscopy and
scanning electron microscopy. Adsorption was studied by isotherm models, kinetic models and
thermodynamic parameters. The effect of the dispersion medium on the stability of the morin
adsorbed onto nanoparticles was evaluated keeping in contact the morin with various components
commonly used in pharmaceutical and/or cosmetic formulations. To evaluate the antioxidant capacity
of NP-MOR, spin-trapping methodology was used, associated with Electron Paramagnetic

Resonance.

The obtained results displayed that the adsorption of morin onto the surface of the nanoparticles
was 11 mg g*. The experimental data were well fit to both the Langmuir and Freundlich isotherm
models and pseudo-second order kinetic models; moreover, the thermodynamic parameters suggest
that the adsorption was spontaneous and controlled primarily for a chemisorption process. NP-MOR
system was stable in all dispersion media studied, except those ones that contain carbomer. The
preliminary study of the antioxidant capacity against the hydroxyl radical, showed that the scavenging

capacity of morin in solution was increased by 57% when is adsorbed onto nanoparticles.
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1. INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de origen natural, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal,[*-* encontrandose predominantemente en frutas citricas,
hierbas, hojas de té, legumbres, frutas y vegetales.[*' 34 Se han identificado mas de 4.000 de
estos compuestos, los cuales son clasificados de acuerdo a su estructura quimica en
flavonoles, flavonas, antocianinas, flavanonas, flavanos e isoflavonas, entre otros.

El organismo humano no es capaz de sintetizarlos, por lo que deben ser consumidos en
la dieta (frutas y vegetales). 71 La estructura béasica de estos compuestos deriva del anillo
benzo-y-pirano, mas especificamente, corresponde a un esqueleto hidrocarbonado del tipo
Ce-C3-Cs (difenilpirano), compuesto de dos anillos bencénicos (A y B) ligados a traves de un

anillo pirano (C) 88l (Figura 1).

Figura 1. Estructura basica de un
flavonoide

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

En las plantas, compuestos polifendlicos como morina, quercetina, y otros, actian como
enzimas inhibidoras, proporcionan color, textura y también son agentes con actividad
reductora, actividad antifiingica y bactericida.[® !

En humanos, han demostrado tener efectos benéficos para la salud, siendo potenciales

agentes antidiabéticos,!> 1! con actividad sobre el sistema cardiovascular, protectores de la



actividad vascular y hepatica,®! también se presentan como importantes agentes
anticancerosos!? 3 11y ademas participan en mecanismos antiinflamatorios y analgésicos.[*?
Adicionalmente las isoflavonas, dada su estructura, pueden ser importantes agentes en el
tratamiento de la osteoporosis y la terapia de reemplazo hormonal.[*®]

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

oxigeno y/o nitrogeno (ROS y RNS, respectivamente).

1.1. RADICALES LIBRES, ROS Y ANTIOXIDANTES

Se define como radical libre a cualquier especie quimica que presenta uno 0 mas
electrones desapareados.*¥ En los sistemas vivos, los radicales libres son habitualmente
considerados especies reactivas de oxigeno; los mas comunes son el anion superéxido (O2™-)
y el radical hidroxilo (OH¢). También se clasifican como ROS, el perdxido de hidrégeno y
el oxigeno molecular singlete (*02) que corresponde al primer estado excitado del oxigeno
molecular.

Principalmente, a nivel cutaneo, los radicales libres y/o las ROS se pueden formar por
via endégenabajo condiciones fisioldgicas,**! asi como también por via exdgena, a través de
la exposicion directa a contaminantes medioambientales y a la radiacion solar (UVR), entre
otros.

A pesar de la generacion de las especies anteriormente descritas, en los seres vivos la
concentracion estas se mantiene relativamente bajo, debido a la presencia de moléculas
conocidas como antioxidantes, que conforman un sistema de defensa capaz de retrasar o
prevenir la oxidacion de sustratos bioldgicos.[*®! Sin embargo, cuando ocurre un desbalance
entre las especies oxidantes y los antioxidantes, se produce un estado conocido como estrés
oxidativo,”l potencialmente capaz de alterar el normal funcionamiento celular*®! e incluso
dafiar el DNA.[1% 201



1.2. MEDICION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Dada la relevante actividad antioxidante de los polifenoles (por ejemplo como
atrapadores de radicales libres!*® 21241 y modificadores de estados REDOX) ademas de su
lipofilicidad y coeficiente de particion,?! entre otros aspectos, es que muchos autores han
desarrollado meétodos para cuantificar su actividad tanto in vitro como in vivo. Las
metodologias in vitro son muy empleadas debido a su rapida realizacién, bajo costo y baja
complejidad en comparacion con los métodos in vivo.[26 211

Uno de los radicales libres de mayor importancia bioldgica, consecuencia de su alta
reactividad, es el radical hidroxilo (OH¢). Con el propdsito de determinar la reactividad de
compuestos antioxidantes de distinta naturaleza frente al OHe, y debido a que éste presenta
un tiempo de vida muy corto (107 s),[*71 se utilizan atrapadores capaces de formar un aducto
con este radical prolongando su tiempo de vida, lo cual permite su deteccién y cuantificacion.
Una de las metodologias utilizadas, corresponde a la de spin-trapping, asociada a Resonancia
Paramagnética Electronica (EPR), pudiendo usar como atrapador de espin el 5,5-dimetil-1-
pirrolina-N-oxido (DMPO).[?Y A pesar de que es muy poco probable que un antioxidante
logre ejercer su actividad de scavenging al radical hidroxilo eficientemente in vivo (ya que
este radical reacciona predominantemente con lipidos, proteinas, carbohidratos y DNA, los
cuales son menos reactivos pero en el organismo estan en mayor concentracion que los
antioxidantes), en ensayos in vitro sigue siendo muy utilizado como estudio preliminar de la
capacidad de scavenging, sumado a que el bloqueo en la formacién de sus precursores (02",

H20,, HOCI) puede resultar de gran interés.[*6: 21

Debido a las caracteristicas antioxidantes ya mencionadas de los polifenoles, surge el
gran interés sobre su estudio, aplicacion y el desarrollo de vehiculos apropiados para
administrarlos; sin embargo, su escasa solubilidad en agua -factor que condiciona su
biodisponibilidad- y su inestabilidad quimica son una gran limitante.?® 21 Variadas
estrategias se han propuesto para inhibir la fotodegradacion y aumentar la solubilidad de
flavonoides en formulaciones farmacéuticas; una de ellas consiste en la inclusion de estos
compuestos en estructuras supramoleculares, caracterizadas por la presencia de cavidades

desde donde la molécula puede difundir; como ejemplo de estos vehiculos se pueden



mencionar las vesiculas de fosfolipidos,!?® 2% ciclodextrinas,*” estructuras laminares de

hidrotalcita,’®" matrices porosas de silice y nanoparticulas (NP), entre otras.[*2-34

1.3.  NANOPARTICULAS DE SILICE COMO PLATAFORMA PARA EL
TRANSPORTE DE ACTIVOS

Varios reportes muestran la factibilidad de utilizar nanoparticulas como sistemas de
estudio para incluir moléculas antioxidantes. Parida y col. 1996, 199855 361 investigaron el
comportamiento de adsorcion de algunos pigmentos catiénicos sobre el gel de silice con y
sin modificacion superficial. Los resultados muestran que las caracteristicas de la superficie,
promueven una diferente orientacion de los pigmentos y ademas reducen el area superficial
debido a la modificacion quimica. Por otra parte, Bardina y col. 2001,"! estudiaron las
propiedades de adsorcion sobre el gel de silice antes y después de la modificaciéon de su
superficie con polietilenglicol (PEG).

Etienne y Walcarius en 2003, investigaron la reactividad quimica y estabilidad de las
superficies de silice funcionalizadas con grupos aminopropil en medio acuoso, determinando
la importancia del pH para mantener la estabilidad del sistema. Parida y col. 2006,
estudiaron la adsorcion de moléculas organicas sobre superficies de silice, la cual ya ha
demostrado poder actuar como base para la sintesis de polimeros de alto peso molecular y
biomoléculas de importancia médica. También Hassanien y Abou-EI-Sherbini en 2006,
sintetizaron y caracterizaron silice porosa funcionalizada con morina, determinando la
utilidad de este sistema, por ejemplo, en metodologias de preconcentracién para la extraccion
de metales en aguas residuales.

En el afio 2008, Zhang y col® informaron respecto a la utilizacion de particulas
magnéticas de hierro modificadas con silice superficial para la adsorcion indiscriminada de
flavonoides desde extractos. Ambati y col., 201212 propusieron la utilizacion de
nanoparticulas de silice como vehiculo de la enzima catalasa, evaluando la incorporacion,
actividad antioxidante y cesion de estas enzimas en la nanoparticula. Ozyiirek y col., 2012431
inmovilizaron polifenoles en nanoparticulas de plata, evaluando la capacidad antioxidante
por medio de reacciones colorimétricas. Luego, Cao y col. 20121 compararon la

biodisponibilidad oral de silimarina formulada en nanoparticulas porosas de silice sin
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modificacion superficial. También se han realizado estudios para la utilizacion de
nanoparticulas mesoporosas de silice en medicina, para la entrega de fa&rmacos y genes,
debido a la union que se da entre la silice y el extremo de SIRNA.*5#1 Una de las dltimas
investigaciones, es la de Berlier y col. 2013al*®! quienes sintetizaron y caracterizaron
nanoparticulas mesoporosas de silice funcionalizadas con un grupo octil con la finalidad de
estudiar la estabilizacion de quercetina en este sistema.

1.4.  NANOPARTICULAS DE SILICE EN SISTEMAS DE ENTREGA DE
ACTIVOS

Las nanoparticulas han sido ampliamente utilizadas para encapsular y controlar la
entrega de diferentes activos. Ademas, se han empleado nanoparticulas sélidas de éxidos de
silicio y cinc para la estabilizacion de sistemas bifasicos como las emulsiones, que pueden
ser empleadas en formulaciones farmacéuticas.[*%-4

Para que una formulacién tenga la mayor eficiencia deseable, es necesario considerar
factores tales como: el tamafio de particula, las propiedades fisicoquimicas de los compuestos
y la biodistribucion sobre la piel, entre otros.

Por lo anterior, resulta indispensable conocer el comportamiento de las nanoparticulas y
las nanoparticulas-flavonoide (NP-FLAV) en sistemas dispersos como las emulsiones y
geles, ademéas de sus componentes tipicos, los cuales podrian generar una excesiva y
descontrolada desorcion de los activos adsorbidos. Ademas, en estos sistemas es posible
estudiar diversos fenémenos dindmicos e interacciones con la superficie de las nanoparticulas
(que involucran procesos de adsorcion y deposicion, entre otros).

Berlier y col. 2013b[®! utilizaron silice mesoporosa MCM -41 como vector para el uso
del glucésido rutina en formulaciones tépicas, logrando sintetizar, caracterizar y
funcionalizar la superficie con éxito, mediante grupos aminopropil; sin embargo, la actividad
antioxidante de la rutina no se vio mejorada al ser incluida en este vehiculo; es mas, se vio
disminuida cuando se incorpora en MCM-41 funcionalizada. En un trabajo reciente, Sapino
y col. 2015581 utilizaron nanoparticulas mesoporosas de silice como nanotransportadores
topicos para la entrega de quercetina; los resultados podrian ser prometedores para un futuro

sistema de entrega de activos en formulaciones topicas.



Los estudios informados respecto a la inmovilizacion de polifenoles en nanoparticulas
de silice con fines farmacéuticos y/o cosméticos siguen siendo limitados. La importancia de
incorporar polifenoles a nanoparticulas radica principalmente en la baja hidrofilicidad de
éstos, combinado con su vasto metabolismo por microorganismos en el intestino, resultando
una minima absorcion en el tracto gastrointestinal luego de su administracion oral 61, ademas
de la exposicion a factores externos, que generan inestabilidad quimica, cuando se aplican

via topica.

2. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

De acuerdo a la literatura, los polifenoles en formulaciones topicas ejercen una
importante actividad antioxidante, 5% existiendo en el mercado diversas cremas
regenerativas y antiarrugas (rutina y quercetina).[6% 621

La inestabilidad en diversas formulaciones sigue siendo una limitante; aun estando en
vehiculos farmacéuticos, el tamafio de ellos puede limitar la utilidad, ya que es un factor
importante en la absorcion y biodistribucion cutanea; por ello, su inmovilizacion en
nanoparticulas mesoporosas de silice puede tener un enfoque muy atractivo, debido a la
capacidad de modificar el tamafio del vehiculo y obtener nanoparticulas con un diametro
superior a 100 nm, ya que se han evidenciado posibles efectos toxicos a tamafios menores.[6
641 Lo anterior, sumado a los escasos estudios descritos en la literatura, respecto a la eficiencia
de la incorporacion y/o adsorcion, el estudio de la estabilidad en el medio de dispersion y la
eficiencia antioxidante de flavonoides en nanoparticulas mesoporosas de silice, ademas de
los limitados estudios sobre la utilizacion particular de estos componentes en formulaciones
topicas, que pueden entregar bases relevantes para futuros estudios de preformulacion,
sustentan el desarrollo del presente proyecto.

Estudios anteriores sobre la reactividad de flavonoides y su eficiencia como
desactivadores de especies excitadas (oxigeno molecular singlete) en medio homogéneo, ©°]
ademas de estudios sobre la actividad atrapadora de radicales dado las caracteristicas
estructurales,’®® 81 muestran que el flavonoide morina (MOR) posee una importante

actividad desactivadora y de scavenging entre los polifenoles analizados. Lo anterior junto



con otros aspectos experimentales previamente ensayados, permitié seleccionarla como
molécula de estudio.

OH O

Figura 2. Estructura quimica de la morina.

3. HIPOTESIS

El medio de dispersion constituido por compuestos utilizados con frecuencia en
formulaciones farmacéuticas y cosméticas de uso topico (agentes humectantes (glicerina),
tensoactivos (polisorbato, lauril sulfato de sodio, cloruro de benzalconio), cosolventes
(etanol) 'y agentes viscosantes (carbomer, hidroxietilcelulosa, quitosano vy
polivinilpirrolidona)) afectard la estabilidad del flavonoide morina adsorbido en
nanoparticulas de silice (NP-MOR) y la capacidad antioxidante total de este sistema. Asi,
medios de dispersion que favorezcan la eficiencia de adsorcién del flavonoide en la
nanoparticula (por ejemplo, de acuerdo a su carga y capacidad solubilizante) aumentaran la
estabilidad NP-MOR manteniendo el efecto antioxidante de sistemas que incluyan esta
asociacion.



4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la adsorcién de morina en nanoparticulas de silice modificadas superficialmente
con grupo amino y el efecto del medio de dispersion sobre la estabilidad del sistema
nanoparticula-polifenol. Adicionalmente se evaluard en forma preliminar la capacidad
antioxidante de este compuesto adsorbido frente al radical hidroxilo.

Los medios de dispersion a estudiar fueron escogidos debido a que son componentes
frecuentes de formulaciones farmacéuticas de via topica y por lo tanto, su evaluacion sobre

la estabilidad de los polifenoles adsorbidos corresponderia a un estudio de preformulacion.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudiar la adsorcion del flavonoide morina en nanoparticulas mesoporosas de silice
modificadas superficialmente, mediante un ajuste de isoterma de adsorcion, ademas
de evaluar la cinética de adsorcion y los parametros termodinamicos asociados.

» Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas en funcion del tamafio y su distribucion,
potencial zeta e imagen, utilizando metodologias apropiadas (difraccion de luz, FT-
IR y microscopia electrénica).

» Evaluar el efecto de distintos componentes de formulaciones farmacéuticas y
cosméticas de uso topico en la estabilidad de nanoparticulas con el polifenol
adsorbido.

» Evaluar en forma preliminar la capacidad antioxidante del flavonoide adsorbido en
las nanoparticulas, como atrapador de radical hidroxilo, mediante la metodologia de

spin-trapping.



6. PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo se estructurara de acuerdo al siguiente orden:

1.- Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas modificadas superficialmente con grupos

amino.

2.- Adsorcidn de morina en las nanoparticulas

Determinacion de la eficiencia de adsorcion en las nanoparticulas (HPLC, FT-IR)
Evaluacién y ajuste a un modelo de isoterma de adsorcion.

Evaluacion y ajuste a un modelo de cinética de adsorcion

Evaluacion de pardmetros termodindmicos (AH®, AS° y AG®)

3.- Caracterizacion de nanoparticulas sintetizadas

Determinacion del tamafio y su distribucion por medidas de difraccion de luz
(Nanosizer)

Determinacion del potencial zeta.

Medidas de infrarrojo con transformada de Fourier

Imagen de las nanoparticulas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

4.- Evaluacion del medio de dispersion en la cesion y estabilidad de morina adsorbida en

nanoparticulas

Etanol

Solucién de glicerina (5 y 10%),

Solucién con tensoactivos (polisorbato, lauril sulfato de sodio, cloruro de
benzalconio)

Solucion con agentes viscosantes (carbomer, hidroxietilcelulosa, quitosano y
polivinilpirrolidona)

5.- Evaluacion preliminar de la capacidad antioxidante de morina adsorbida. Reactividad

con radical hidroxilo.



7. MATERIALES

7.1. REACTIVOS

La morina dihidratada fue comprada a Merck, y no se sometio a purificaciones previas
a su uso. Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Aldrich), hidréxido de amonio (NH4OH)
(J.T. Baker), acido clorhidrico (HCI) fumante 37% (Merck), tetraetilortosilicato (TEOS)
(Aldrich) y 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Aldrich), fueron utilizados tal como se
recibieron.

Los agentes viscosantes hidroxietilcelulosa (Natrosol®) (Lipo), quitosano (Aldrich),
carbomer neutro (Carbopol® 940NF) (Mathiesen), polivinilpirrolidona (PVP-K30) (para
analisis), el agente humectante glicerina (Merck) y los tensoactivos polisorbato 80 (Aldrich),
lauril sulfato de sodio (Winkler) y cloruro de benzalconio (para analisis), se utilizaron tal
como fueron recibidos.

El 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPOQO) fue comprado a Sigma-Aldrich y el

perdxido de hidrégeno 30 volimenes fue adquirido de Merck.

1.1. SOLVENTES

Los solventes etanol (EtOH), tolueno, acetona y acetonitrilo fueron de grado para
analisis o grado HPLC (Merck). El agua bidestilada fue purificada usando un sistema Mili —
Q Plus Millipore.
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8. INSTRUMENTACION

8.1. TAMANO DE PARTICULA Y POTENCIAL ZETA

Las medidas de tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas, fueron obtenidas mediante
el analizador Zetasizer Nano Z controlado por el programa Zetasizer software, de la Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas, Universidad de Chile.

8.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Microscopio Electronico de Barrido TM 3000 Hitachi Table Top Microscope (Japon)
perteneciente a la Unidad de Microscopia Avanzada de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Pontificia Universidad Cat6lica de Chile.

8.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para medir la cantidad remanente de polifenol, se utilizé un equipo HPLC Agilent serie
1100, con detector de arreglo de diodos (DAD), usando una columna C-18 ODS Hypersil,

4,6 x 250 mm diametro interno y tamafio de particula de 5 um.

8.4. VISCOSIMETRO

Para medir la viscosidad relativa de los agentes viscosantes, se utiliz6 un viscosimetro
Brookfield LV.

8.5. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, se realizé utilizando un equipo
FTIR Bruker IFS 28.
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8.6. RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Con el fin de evaluar de forma preliminar la actividad antioxidante del sistema
nanoparticula-morina, se utilizé un equipo de resonancia paramagnética electronica (EPR).
El espectro EPR fue registrado en la banda X (9.7 GHz) usando un espectrometro Bruker
ECS 106 con una cavidad rectangular y un campo de modulacion de 50 kHz, equipado con
un resonador de alta sensibilidad a temperatura ambiente. Para generar el radical hidroxilo
mediante la fotdlisis de H20», se utiliz6 una ldmpara UV con una fuente de luz UV-vis-NIR,
modelo DH-2000-BAL, Ocean Optics.
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9. METODOLOGIA

9.1. PREPARACION DE NANOPARTICULAS MESOPOROSAS
MODIFICADAS SUPERFICIALMENTE CON GRUPO AMINO

Las nanoparticulas mesoporosas de silice modificadas superficialmente con grupo amino
(MSNPs) se sintetizaron a partir del método de Stober.[%® Para ello, se agregé 120 mL de
EtOH y 44mL de H20 en un matraz esmerilado de fondo redondo, el cual se llevd a un bafio
termorregulado con agitacion (60°C). A esta temperatura, se adicionaron 7,2 mL de solucion
de NH4OH y 80 mg de CTAB. Tras la solubilizacion del agente tensoactivo, se agregaron
lentamente 7,2 mL de TEOS, luego se retird la agitacion, dejando que la reaccion proceda
por 2 hrs. a 60 °C. La suspension obtenida se centrifugo y lavd varias veces con EtOH y agua.
Las nanoparticulas obtenidas se resuspendieron en EtOH, luego se agregaron 5 — 10 mL de
HCI fumante al 37% y se dejaron con agitacion por 12 hrs. bajo una temperatura controlada
(60 °C). Después se realizaron lavados con agua bidestilada, EtOH y acetona por
centrifugacion. Luego se afiadieron a la suspension 100 — 150 mL de tolueno; mientras la
suspension se mantuvo en agitacion, se afiadio 800 puL de APTES y se sometio a reflujo por
3 horas. Posteriormente, se realizaron lavados con tolueno:etanol (1:1) y EtOH por

centrifugacion. Finalmente las nanoparticulas se resuspendieron en 250 mL de EtOH.

9.2.  ADSORCION Y EVALUACION DE MORINA EN NANOPARTICULAS

Los experimentos de adsorcion se llevaron a cabo mediante el modo batch, para obtener
los datos cinéticos y de equilibrio. Previamente en el laboratorio, se establecieron las
condiciones Optimas para este tipo de experimentos. Una solucion stock de 2 mg mL™? de
morina fue preparada, luego se tomo un volumen deseado y se afiadieron a 30 mL de una
suspension de nanoparticulas en un frasco de vidrio (50 mL). Después de la adicion de la
alicuota de polifenol, la suspension se mantuvo bajo agitacion hasta alcanzar el equilibrio y

subsecuentemente se centrifugaron a 8000 rpm por 20 minutos, luego se extrajo una alicuota
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adecuada de sobrenadante para su analisis por HPLC con el fin de determinar la cantidad de
polifenol no adsorbido.

9.3.  AJUSTE A UN MODELO DE ISOTERMA DE ADSORCION

El ajuste a una isoterma de adsorcion se llevo a cabo mediante la adicion de una cantidad
fija de solucién de morina (0,514 mg MOR/ EtOH mL) a una cantidad variable de
nanoparticulas (16,5 mg — 99 mg) en matraces volumétricos de 25 mL cada uno, para obtener
una concentracion final de polifenol de 1x10* M; el contenido se trasvaso a frascos de vidrio
de 50 mL y se mantuvieron bajo agitacion hasta alcanzar el equilibrio de adsorcion. Luego

se cuantifico el sobrenadante segun el método mencionado anteriormente.

9.4. CINETICA DE ADSORCION

La cinética de adsorcion sobre la superficie de las nanoparticulas se realizé mediante la
adicién de una alicuota de solucion de morina (2 mg/mL) a una suspension de nanoparticulas
(1,178 g NP). La suspension fue agitada a 25 °C. A varios intervalos de tiempo, se extrajeron
muestras y se centrifugaron; la concentracion de morina remanente en el sobrenadante fue

determinada por HPLC.

9.5. EXPERIMENTOS TERMODINAMICOS

Los experimentos termodinamicos se realizaron mediante la misma metodologia que la
isoterma de adsorcion. Los experimentos se realizaron a las temperaturas de 288 K, 298 K,
308 Ky 318 K.

9.6. CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS CON Y SIN MORINA
ADSORBIDA

La caracterizacién de las nanoparticulas modificadas superficialmente con grupo amino
con y sin morina adsorbida, se realizd midiendo el tamafrio, distribucion, potencial zeta y

utilizando espectroscopia infrarroja y microscopia electronica de barrido.
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Para realizar las mediciones del tamafio, distribucion y potencial zeta en el equipo
Nanosizer, las muestras se diluyeron veinte veces. Los espectros fueron obtenidos a traves
de un equipo FTIR Bruker IFS 28. Cada muestra fue homogeneizada en un mortero junto
con una cantidad suficiente de bromuro de potasio; luego, la mezcla fue sometida (en un
molde) a una compresion utilizando 10 toneladas de peso para formar una pastilla compacta,
la cual fue introducida en el equipo para su medicion. También, se utiliz6 microscopia
electronica de barrido (SEM) para observar la morfologia, tamafio y distribucion de las
nanoparticulas de silice en suspension. Cada muestra fue diluida en etanol y luego se
afiadieron 40 pL de cada una sobre diferentes portaobjetos, los cuales se dejaron secar a
temperatura ambiente para su posterior recubrimiento con una pelicula de oro, con el fin de

ser observados por el microscopio electronico de barrido.

9.7. EVALUACION DEL MEDIO DE DISPERSION

9.7.1. ESTABILIDAD DEL SISTEMA NANOPARTICULA - GEL

Con el fin de evaluar el comportamiento y compatibilidad del sistema nanoparticula-gel,
se prepararon 4 tipos diferentes de geles a bajas concentraciones (gel de hidroxietilcelulosa
al 1% (Natrosol®), gel de carbomer al 5% (Carbopol®940), el cual se ajusté a pH 6 con una
solucion de hidroxido de sodio al 10%, gel de polivinilpirrolidona k-30 al 10% y gel de
quitosano al 1%, el cual se ajusté a pH 3 con &cido lactico concentrado) y se pusieron en

contacto con las nanoparticulas, suspendidas en EtOH (Vial A) y glicerina al 10% (Vial B).

9.7.1.1. MEDICION DE LA VISCOSIDAD RELATIVA

La viscosidad relativa de los geles y del sistema nanoparticula-gel, se llevé a cabo en un
viscosimetro Brookfield LV con una aguja n° 63, a 12 rpm, 25 °C y considerando un factor
de conversion de 100, para calcular la viscosidad relativa expresada en centipoise (cP). Todas
las mediciones se realizaron luego de dejar en reposo el sistema durante 48 horas y por un

tiempo de 5 minutos.
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9.7.2. ESTABILIDAD DEL SISTEMA MORINA-NANOPARTICULA-GEL

Con el propdsito de evaluar el comportamiento y compatibilidad del sistema morina-
nanoparticula-gel, previamente se prepar6 una solucion de morina (1,8x10° M) que se afiadi6
a 40 mL de suspensién de nanoparticulas y se mantuvo bajo agitacion hasta alcanzar el
equilibrio de adsorcion; asi se obtuvo una suspension que contiene 1,2 mg MOR/100 mg NP,
la cual posteriormente fue resuspendida en glicerina al 10%. Posteriormente, los mismos
tipos de geles descritos anteriormente, se dejaron en contacto con las nanoparticulas
modificadas superficialmente que poseen morina adsorbida y que estan suspendidas en

glicerina al 10%, para evaluar la estabilidad y/o compatibilidad del sistema.

9.7.3. EVALUACION DE LA CESION DE MORINA ADSORBIDA DESDE LAS
NANOPARTICULAS

Para determinar la cesion de morina adsorbida, desde las hanoparticulas en contacto con
diferentes constituyentes frecuentemente usados en diversas formulaciones de uso
farmacéutico y cosmético, se prepararon soluciones de glicerina al 5% y 10%, polisorbato al
0,5%, 1%, 2% y 5%, lauril sulfato de sodio al 0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,5% vy cloruro de
benzalconio al 0.02%, 0.05% y 0.1%. Luego, las nanoparticulas con morina adsorbida fueron
suspendidas en 10 mL de cada una de las soluciones mencionadas anteriormente y se dejaron
en contacto hasta alcanzar el equilibrio, posteriormente el sistema fue centrifugado y la

morina remanente se cuantificé por HPLC.

9.8. EVALUACION PRELIMINAR DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

9.8.1. ENSAYO DE REACTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE SILICE CON
MORINA ADSORBIDA, FRENTE AL RADICAL HIDROXILO,
MEDIANTE LA METODOLOGIA DE SPIN-TRAPPING.

Con el fin de monitorear la capacidad antioxidante de la morina adsorbida en las
nanoparticulas frente al radical hidroxilo, generado mediante fotolisis del per6xido de

hidrégeno (H202) en un medio acuoso de glicerina al 10%, se utilizé la metodologia de spin
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trapping. Uno de los atrapadores de espin para radicales libres centrados en oxigeno mas
comunmente utilizados, es el DMPO. Para la generacion de radical hidroxilo a través de la
fotolisis de H>O», mediante radiacion UV, se observo un patron de desdoblamiento de 4
lineas con una constante de acoplamiento hiperfina (hfcc) de an = an = 14,92 G,
correspondiente al aducto DMPO/ HO®. Ademas se encontré la aparicion de un aducto de
radical glicerins/DMPO, producto de la reaccion del radical hidroxilo y glicerina,
observandose un patrén de desdoblamiento de 6 lineas con una hfcc de an =158 Gy an =
22,5 G. Laintensidad de la sefial del aducto radical glicerina/DMPO fue 1/3 de la intensidad
de la sefial del aducto DMPO/ HO* en el espectro control; por esta razon, la concentracion
de glicerina se mantuvo constante en todos los experimentos, por lo que la sefial generada

por la presencia de glicerina puede ser despreciable.

La morina fue preparada en una solucion de glicerina al 10% con una pequefia cantidad
de etanol como co-solvente, a una concentracion de 0,11 mM. EI DMPO fue preparado en
agua nanopura a una concentracion de 200 mM y el H>O> fue preparado en agua nanopura al
10% v/v. La capacidad antioxidante se considerd proporcional a la disminucion de la altura

de la sefial en comparacion con el control, en ausencia de antioxidante.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. OBTENCION DE NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICE
MODIFICADAS SUPERFICIALMENTE

La sintesis de nanoparticulas de SiO se basa en la reaccion de policondensacion por
hidrélisis basica de TEOS en una solucion hidroalcoholica (etanol/agua). La utilizacién de
amoniaco aumenta la velocidad de la hidrdlisis, promoviendo la formacién de particulas
esféricas.[%%7% pPor otra parte, la presencia del agente tensoactivo CTAB proporciona
porosidad a las nanoparticulas.

Para obtener nanoparticulas modificadas superficialmente, se adicion6 APTES en un
medio no acuoso, tolueno, con el fin de evitar la posible hidrélisis y reacciones de
policondensacion del compuesto.[®® ¢ |a Figura 3 muestra el esquema de la obtencion de

nanoparticulas mesoporosas de silice modificadas superficialmente.

OH
. |
Si(OCH,CH3)g + 4H,0 ——» HO—Si~OH + 4CH;CH,OH
OH

oH _ NH:

» HO—Si + 3CH,CH,OH
OH

HQN(CH2)3SI(OCHZCH3>3 + 3H20

OH OH NH, 0
. ,— o
mHO—?c——OH + NHO—Si—/ —— YO8
OH OH

Figura 3. Esquema de la formacion de nanoparticulas mesoporosas de silice
modificadas superficialmente con grupos amino.
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10.2. ADSORCION DE MORINA EN NANOPARTICULAS DE SILICE

Para los experimentos de adsorcion tipo batch, la concentracion utilizada del flavonoide
fue de aprox. 5,9 x 102 M.,

Ademaés de morina, se estudiaron las isoflavonas genisteina y daidzina y el flavonoide
rutina (Fig. 4), sin embargo, s6lo con morina se obtuvieron resultados reproducibles y una
cantidad adsorbida adecuada para realizar las pruebas y experimentos propuestos en esta
memoria. Los polifenoles genisteina, rutina y daidzina no dieron buenos resultados y
mostraron una baja eficiencia de adsorcion (menor al 1%). Ademas, para el ajuste de isoterma

realizado, ninguno de ellos mostrd datos tan concluyentes como morina.

Genisteina Daidzina
OH

HO @)
98 Ca
HO 0 o
sTasase
OH O
OH o] O
OH

OH O
H3C O
HO
HO

OH
Rutina

Figura 4. Estructura de otros polifenoles estudiados en la
adsorcion sobre nanoparticulas de silice.

La Figura 5, muestra los datos obtenidos (en triplicado) de la cantidad de morina
adsorbida versus diferentes cantidades de morina disueltas en la solucién que se puso en
contacto con las nanoparticulas. La cantidad de polifenol adsorbido en el equilibrio sobre la

superficie de las nanoparticulas fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:l* 72

_ (Co—=Cp)V

(1) q. =

m
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Donde ge es la cantidad de morina adsorbida por cantidad de nanoparticula cuando se
alcanza el equilibrio (mg g), Co y Ce son la concentracion de polifenol en solucion antes y
después de la adsorcion, respectivamente (mg L), V es el volumen bulk del medio (L) y m

es la cantidad de nanoparticulas (g).

20
184
16
14

12 A

10

qe (mgg”)

0 10 20 30 40
Cantidad inicial de morina (mg)

Figura 5. Morina adsorbida sobre la superficie de las
nanoparticulas. Los valores son el promedio de n = 3 (promedio
+ SD).

La maxima adsorcion obtenida fue de 11 mg g* (1.1 mg MOR/100mg NP). En la Fig. 5
se muestra que la cantidad adsorbida aumenta cuando la cantidad inicial de morina aumenta,
alcanzando la saturacion de la curva a valores sobre 10 mg iniciales de morina. En la Figura

6 se muestra la eficiencia de adsorcidn, calculada a partir de la siguiente férmula:

) __ Cantidad de morina cargada sobre la nanoparticula (mg)

(2) Eficiencia de adsorcion (% x 100

Cantidad inicial de morina (mg)

En el grafico se observa que al agregar cantidades de morina hasta el maximo
experimental por cada 100 mg NP, la adsorcion alcanza valores tan altos como 97% de
eficiencia, incluso en cantidades de 2 mg MOR/ 200 mg, NP la eficiencia permanece

alrededor de 90%; por otro lado, cuando la cantidad inicial de morina excede la maxima
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adsorcion experimental calculada, la eficiencia se ve disminuida a cerca del 50% y a

cantidades superiores, la eficiencia disminuye y se acerca a valores promedio de 14,4%.

Eficiencia de adsorcion (%)

Cantidad inicial de morina (mg)

Figura 6. Eficiencia de adsorcion sobre la superficie de las
nanoparticulas a diferente cantidad inicial de morina.

Es probable que la baja adsorcion sea producto, entre otras razones, de la formacion de
dimeros de flavonoide y posibles aglomeraciones formando estructuras apiladas "*761 como
lo muestra la Fig. 7A. Ademas de lo anterior, pueden influenciar la adsorcion, la relacion
entre volumen y/o tamafio de la molécula respecto al poro, la homogeneidad de la superficie,
las formas estructurales de la modificacion con APTES, la posicion del dimero y el &ngulo y

la posicion del anillo B de los flavonoides respecto al anillo C "1 (Fig. 7B).
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Figura 7. A) (1) Estructura del flavonoide morina, (1) Probable estructura de la
formacion de un dimero de morina. B) Estructura mas probable de la formacion
de dimero de genisteina. (1) Vista perpendicular al plano de anillo de la flavona
(1) Vista plana a lo largo del eje (111) vista desde una direccion intermedia.
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10.3. CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

10.3.1. TAMANO, DISTRIBUCION, POTENCIAL SUPERFICIAL Y
MORFOLOGIA.

El tamafio de las nanoparticulas mesoporosas superficialmente modificadas tuvo un
promedio de 213,1 nm de diametro y una distribucion normal. Adicionalmente, se midio el
tamanio para las nanoparticulas sin modificacion superficial, obteniendo un tamafio promedio
de 174 nm. Finalmente, para las nanoparticulas con morina adsorbida el tamafio promedio
fue de 234,9 nm, lo que corrobora el aumento de tamafio esperado (de acuerdo a estudios
previos en el laboratorio) para las nanoparticulas con y sin modificacion superficial y sin
cambios importantes en el tamafio cuando se adsorbe morina.[”!

El potencial Z de las muestras estuvo dentro del rango de valores esperados,
observandose para las nanoparticulas mesoporosas superficialmente modificadas un valor
promedio de +34,5 mV y para las nanoparticulas con morina adsorbida el valor promedio fue
de -1,89 mV. Esto se explica debido a la carga negativa que presenta la morina en las
condiciones acuosas de medicion en donde el flavonoide se encuentra levemente ionizado,
por lo que la carga superficial de las nanoparticulas se hace menos positiva cuando se adsorbe
morina, lo que es coincidente con datos reportados en la literatura.l°®!

La Figura 8 muestra las imagenes SEM de nanoparticulas de silice mesoporosas
modificadas superficialmente con grupo amino y con morina adsorbida en la superficie. La
muestra se dispersé en etanol, luego se evaporé el solvente y se tratd con una pelicula de oro
para la observacion por microscopia electronica. Se observo que las nanoparticulas muestran

una morfologia esférica que no se ve alterada cuando se adsorbe morina en la superficie.
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Figura 8.Imagen SEM de nanoparticulas con morina adsorbida.

10.3.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER

El espectro FTIR de la morina, de las nanoparticulas con grupo amino (NP-NH) y
nanoparticulas con grupos amino y con morina adsorbida en la superficie (NP-MOR) se
registré en el rango de 4000-500 cm™ (Figura 9). El espectro de la Fig. 9c muestra la posicion
de las bandas IR de morina. El espectro revela una banda a 1653 cm™ debido a la vibracion
stretching (C=0), la vibracion de deformacion de (C-OH) se observé a los 1351 cm™ y 1307
cmt. Las bandas a los 1202 cm™ y 1172 cm™ corresponden al stretching de (C-OH) v la
banda localizada a 1245 cm™ es atribuible a la vibracion de (C-O-C).l"® &1

En la Fig. 9a se muestra el espectro IR de las nanoparticulas con grupo amino en la
superficie (NP-NH2). En el espectro se observé la presencia de una banda ancha en el rango
de 1200 — 1000 cm™, correspondiente al stretching asimétrico del enlace (Si-O-Si) formado
mediante la reaccion de condensacion entre el grupo silanol de APTES y el grupo hidroxilo
presente sobre la superficie de las nanoparticulas, probablemente acoplado a la misma
vibracion del enlace (Si-OH) en la superficie; también se observo una banda a 948 cm™
debido a la vibracién bending del grupo silanol (Si-OH). EI espectro muestra una banda a

3400 cm™? atribuible a la vibracion stretching del grupo NH2 y una débil banda a 2980 cm™
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del grupo (CH2) de la cadena propil, correspondientes a la superposicion de estas bandas con
los grupos siloxano y silanol, sugiriendo la presencia del grupo amino de la molécula APTES
en la posicion terminal de la cadena propil %1 ademas de la presencia de agua en la
superficie, atribuible a la superposicion en el rango de 3400-3000 cm™ y a la banda a 1637
cm™. Todo lo anterior sugiere que el APTES ha sido unido a la superficie de las
nanoparticulas por el grupo silanol, dejando libre, sin ligar al grupo amino. 48l

Finalmente, la Fig. 9(b) muestra el espectro IR de las NP-NH2 con morina adsorbida. El
espectro muestra una amplia sefial correspondiente al grupo (Si-O-Si) que ademas posee un
aumento con respecto al espectro de NP-NH>, sugiriendo una interaccién de la superficie de
las nanoparticulas con la molécula en estudio y/o una superposicion de las sefiales en ese
rango de medicién.

Adicionalmente se observo una banda a 3400 cm™ y 2970 cm™ indicando que debido a
la pequefia cantidad de morina adsorbida, ain permanecen grupos amino en la posicion
terminal de la cadena propil sin interaccionar con morina. Ademas, la relacion de la cantidad
nanoparticula : morina es muy grande por lo que se hace dificil detectar a la morina utilizando

solo la técnica de FT-IR.
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Figura 9. Espectro FTIR. (a) nanoparticulas modificadas con APTES (NP-
NH>); (b) nanoparticulas modificadas con APTES con morina adsorbida (NP-
MOR); (c) morina (MOR).
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Autores como Cheng y col.B”l y Andersson y col.B® reportan que la modificacion
superficial de nanoparticulas de TiO y silicio, respectivamente, con APTES, puede generar
mas de una posible interaccion en la superficie (Fig. 10), por lo que es posible que en el
presente trabajo, la modificacion con APTES también se hizo en mas de una interaccion.
Como se describio anteriormente, los espectros FT-IR mostraron una correcta union a la
superficie, dejando el grupo amino libre para su interaccién. Sin embargo, se requieren

mayores estudios para definir la forma de la interaccion en la superficie.

(@ ®) © (C)] ® ®

- TE'OE' EtO, T oet
NH, NH, \si o \s|| /o
j /_//Nm M HN
= tI) 0>‘ \O o/ I\ +°_ e w ol o + o/" / d{,“s

Figura 10. Posible interaccion superficial y potencial modo de enlace quimico
entre la superficie de las nanoparticulas de SiO2 y APTES.

10.4. CINETICA DE ADSORCION

El estudio de la cinética de adsorcion es importante ya que puede ayudar a predecir tanto
el mecanismo de adsorcion como el de desorcion.®®°U En la Figura 11 se muestra el efecto
del tiempo de contacto, alcanzando un maximo de adsorcion a las 24 horas (indicando que el

proceso no es eficiente).
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Figura 11. Efecto del tiempo de contacto en la adsorcién de
morina sobre las nanoparticulas de silice.
La cinética de adsorcion de la morina sobre la superficie de las nanoparticulas fue
analizada utilizando 2 modelos cinéticos, el modelo de pseudo-primer-ordent®® % y e|

modelo de pseudo-segundo-orden.[®> %2 Estos dos modelos pueden expresarse en forma

lineal, mediante las siguientes ecuaciones:

(3) In(qe — q) = Inq, — k4t

t 1 t
4 _—= _|__
(4) qc  Kk29¢% Qe

Donde ge y qt son la cantidad de morina adsorbida sobre la superficie de las
nanoparticulas (mg g) en el equilibrio y a un tiempo t, respectivamente; ki es la constante
aparente de velocidad de pseudo-primer-orden, que depende del balance entre la constante
de velocidad de adsorcion (ka) y desorcion (kq)®! y k- es la constante aparente de velocidad

de pseudo-segundo-orden.
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Ajuste lineal para las ecuaciones de pseudo-primer orden (A) y pseudo-segundo

La fig. 12a y 12b muestra el ajuste lineal para la ecuacion de pseudo-primer-orden y

pseudo-segundo-orden respectivamente. El valor de ge fue calculado a partir de la pendiente,

k1 se obtuvo a partir de la pendiente del ajuste lineal de pseudo-primer-orden y ko se obtuvo

a partir del intercepto del ajuste de pseudo-segundo-orden. El valor de ge obtenido con el

modelo de pseudo-primer-orden se aleja de lo encontrado experimentalmente, dando cuenta

que el modelo no es un buen ajuste. Por otro lado, el valor de ge para el modelo de pseudo-

segundo-orden fue mucho mas cercano a los valores encontrados experimentalmente. El

mecanismo cinético para la adsorcion de morina sobre nanoparticulas de silice se ajusta bien

a un modelo de pseudo-segundo orden. Los pardmetros obtenidos a partir de la ecuacion se

resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de la velocidad de adsorcion de la morina sobre las
nanoparticulas de silice.

Cinética de pseudo-primer Cinética de pseudo-segundo orden
orden
ki(min®) ge(mgg’) R®  ka(gmgmin?) ge(mgg') R
Morina 3x10* 4,38 0,5339 2x10°73 8,38 0,974

10.5. ISOTERMA DE ADSORCION

Con el fin de determinar la maxima capacidad de adsorcion de las nanoparticulas y
describir de mejor forma la relacién entre adsorbente y adsorbato en el equilibrio, se

utilizaron ecuaciones lineales de isotermas de Langmuir (5), Freundlich (6) y Temkin (7)

C
6)- =55+

(6)log(q.) = logK; + %logC
(7)q. =BInA+BIn(C,

Donde, ge es la cantidad de morina adsorbida por cantidad de nanoparticula cuando se
alcanza el equilibrio de adsorcion (mg g1), C es la concentracion de morina en la solucion
(mg L), Qm es la capacidad de adsorcion de la monocapa de Langmuir (mg g?), b es la
constante de Langmuir para el equilibrio adsorbato-adsorbente (L mg™).

K es el coeficiente de isoterma de Freundlich ((mg/g)(L/mg)*"), n es la constante de
Freundlich (también llamado indice de intensidad de adsorcion o heterogeneidad superficial)
la cual expresa lo favorable de la adsorcion si los valores fluctian entre 1 a 10,
desprendiéndose que la pendiente toma valores aprox. entre 0 y 1 en donde se favorece el
proceso de quimisorcion y la superficie es mas heterogénea mientras mas se acerca a cero.[®>

%l A es la constante de union de la isoterma de equilibrio de Temkin (L mg™), B es una

- RT . .
constante definida como B = Pl siendo R la constante universal de los gases (8,3143 J
T
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molK?), T es la temperatura absoluta en Kelvin y bt es una constante relacionada al calor

de adsorcion.

Los datos experimentales ajustados a las isotermas antes mencionadas (Fig. 13),

muestran un alto coeficiente de determinacion para los tres casos (RZLangmuir= 0,9964;

R2Temkin= 0,9943; R%reundiich= 0,9904).
A

y = 0,048x + 0,231
R’ = 0,9964
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Figura 13. Ajuste lineal de los datos experimentales usando el modelo de isoterma de
Langmuir (A), Freundlich (B) y Temkin (C) a 25 °C. Los valores son el promedio de n

= 3 (promedio £ SD).
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La alta correlacion de los datos con el modelo de Langmuir sugiere que el proceso de
adsorcion se lleva a cabo preferencialmente mediante la formacion de una monocapa de
morina sobre la superficie de las nanoparticulas. Por otro lado, el coeficiente de
determinacion para la isoterma de Freundlich y la isoterma de Temkin es estadisticamente
aceptable, indicando que el proceso de adsorcion involucra la formacion de mas de una capa
de morina y posiblemente interactuando con otras moléculas del flavonoide. Esto puede
explicarse ya que el equilibrio adsorcidén-desorcidn es complejo y gobernado por mas de un
mecanismo, donde la formacion de dimeros y otras asociaciones de morina, pueden generar
méas de una capa en la superficie, permaneciendo unidas posiblemente mediante fuerzas
electrostaticas. EI pardmetro n mayor que la unidad, indicé que el proceso de adsorcion esta
favorecido.

El maximo valor adsorbido en la monocapa fue calculado a partir de los parametros de
la ecuacion linealizada de la isoterma de Langmuir y fue de 20,8 mg g*. Este valor concuerda
con los valores experimentales de méaxima adsorcion (determinados a partir del plateau en la
Fig. 4).

Ademas, la factibilidad de la adsorcion se puede dilucidar a partir de la constante

adimensional, conocida cominmente como factor de separacion (RL),[°®! que corresponde a:

1
1+bC,

(8) R, =

Donde b es la constante de Langmuir (L/mg) y Co es la concentracién inicial de morina
(mg/L). El valor de Ry indica la naturaleza de la adsorcion, para una reaccion desfavorable
(RL> 1), un caso lineal (RL = 1), un proceso favorable (0 < RL > 1) y un caso irreversible (R.
= 0). El valor de R. encontrado a 25 °C fue 0,22 a 0,007, lo que sugiere que el proceso de
adsorcion es favorable.

Para establecer qué modelo de isoterma presenta el mejor ajuste, se utilizo el parametro
estadistico R?, sin embargo, su uso se limita a calcular la diferencia entre los valores
experimentales y los tedricos, s6lo en datos que han sido linealizados, pero no el error en
formas no lineales de las curvas de isotermas.[*!! Diferentes funciones han sido desarrolladas
para evaluar el error de regresiones no lineales y encontrar el mejor ajuste a los modelos de

isoterma para los datos experimentales de equilibrio.’”: °® Por lo anterior, se utilizé una
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funcion de error denominada test estadistico no lineal Chi-cuadrado,®® basado en la siguiente

ecuacion:

(deexp—deca c)z
(9) = L ===

de calc

Donde Qe exp Y Je caic SON los valores de la capacidad de adsorcion experimental y
calculado, respectivamente. EI modelo que tenga el menor valor en el test Chi-cuadrado sera
el que ajuste mejor los datos experimentales. El analisis de los datos mediante el test Chi-
cuadrado mostr6 que la isoterma de Langmuir es el modelo mas adecuado. Ademas, se
obtuvo un valor negativo en los valores de ge en la isoterma de Temkin, lo que muestra un
valor matematico que no refleja un ge coherente con la realidad evidenciando que la isoterma
de Temkin, a pesar de tener un buen ajuste lineal, no modela apropiadamente los datos,
ademas muestra un ge tedrico de ~30 mg g%, sobreestimando el resultado experimental.

El comportamiento observado, puede explicarse sefialando que la asociacion de dimeros
de morina en la superficie parece ser fundamental, afectando la adsorcion, haciéndola parecer
de multicapas, con interaccion entre adsorbatos o bloqueando sitios adyacentes; sin embargo,
es posible que la adsorcion sea de una capa con estructuras apiladas. No obstante, lo anterior
s6lo son ajustes a modelos matematicos en los que claramente no se expresa la realidad del
proceso de adsorcion pero nos otorga un enfoque para dilucidar el posible mecanismo. Los

valores de los diferentes parametros obtenidos en el ajuste se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Parametros de las formas lineales de los modelos de isoterma estudiados.

Isoterma Ecuacion linealizada Parametros

Langmuir é = ﬁ + i c Qm (mg g?) 20,8
b (L mg?) 0,208
R? 0,9964
RL 0,22 - 0,007
x> 24,7

Freundlich  log(q.) = log Ky + %logC K 4,2
((mg/g)(L/mg)*")
n 1,86
R? 0,9904
X2 425,5

Temkin ge=BInA+BInC, B 4,7573
A (L mg™) 1,8454
R? 0,9943
X2 56,62

10.6. EXPERIMENTOS TERMODINAMICOS

Con el fin de analizar el proceso de adsorcion desde el punto de vista termodindmico, se

midieron las isotermas de adsorcién a 15 °C, 25°C, 35 °C y 45°C. En la Tabla 3 se resumen

los parametros para cada ecuacion encontrada.
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Tabla 3. Parametros de la isoterma de adsorcion de Langmuir a 288 K, 298 K, 308 Ky 318
K.

Temperatura (K)
Isoterma de Langmuir Pardmetros 288 298 308 318
€_ 1 .1 . Qn(mggh) 1148 208 13,35 17

qde Qmb Qnm b(Lmgl) 03887 0208 01949  0,06395
RL 0,134-  022- 0235  0,484-

0,004 0007 0008 0,023

X 0,54 24,7 4,33 23,04

R2 09832 09964 09824  0,9615

El estudio termodinamico de adsorcion permite establecer los aportes entalpicos y
entrdpicos al proceso, permitiendo establecer la espontaneidad del proceso de adsorcion bajo
ciertas condiciones y temperatura. Como ya se sefiald, los pardmetros termodindmicos a
considerar son el cambio en la entalpia estandar (AH®), entropia estandar (AS®) y la energia
libre estandar (AG®) debido a la transferencia de unidad de mol de soluto a partir de la
solucion sobre la interface.[®® 19 Los pardmetros termodinamicos AH®, AS° y AG® pueden

determinarse mediante el uso de las siguientes ecuaciones:*l

(10) AG°= —RTInb

(11) Inb= 2L
R RT

Donde b es la constante de Langmuir (L mg™), R es la constante universal de los gases
(8.3143 J/mol K), y T es la temperatura absoluta de la solucién (K). La ecuacién (11) es
conocida como la ecuacion de van't Hoff. [0 102]

En la figura 14, se muestra el grafico de van't Hoff en donde se observé que al aumentar
el valor reciproco de la temperatura también aumenta el valor de b. Los resultados
presentaron un coeficiente de determinacion adecuado (R?=0,9113). A partir de la pendiente

e intercepto se obtuvieron los valores de AH® y AS®°, respectivamente. El valor negativo de
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AG® observado para todas las temperaturas, indica que el proceso de adsorcion es espontaneo

en esas condiciones.
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R’=0,9113
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Figura 14. Gréfico de van't Hoff.

El valor negativo para la entalpia muestra un proceso exotérmico. En la literatura se ha
reportado que para valores de AH® menores a 20 kJ/mol y superiores a 80 0 200 kJ/mol 1%
se estima una fisisorcion y quimisorcion, respectivamente.!% 194 E| valor observado para
AH° (-44,65 kJ mol?) sugiere que el proceso que predomina corresponde mas a una
quimisorcién que una fisisorcion, esto podria explicarse ya que ambos procesos se encuentran
presentes debido a las asociaciones antes mencionadas sobre la superficie, sin embargo, es
posible que en la primera capa adsorbida predomine la quimisorcién. El valor negativo de
AS° revela que las moléculas pierden el grado de libertad traslacional y rotacional, sufriendo
una restriccion en el movimiento. En la Tabla 4, se resumen los valores de los parametros

termodindmicos encontrados.
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Tabla 4. Parametros termodinamicos AH®, AS® y AG® para la adsorcion de morina sobre
las nanoparticulas de silice a 288, 298, 308 y 318 K.

AH® (kI molt)  AS® (I mol K AG°® (kJ mol?)
-44,65 -56,3 288 K 298 K 308 K 318 K
-28,25 -27,75 -28,17 -26,17

Como se menciond, postulamos que la adsorcion involucra la formacion de mas que una
monocapa, mas no multicapas, ya que en experimentos previos, se demostro que la desorcion
no se correlaciona con una adsorcién en multicapas si no que mas bien es una asociacion que

se va liberando y al parecer sélo deja una capa de dimeros en la superficie.

10.7.  EVALUACION DEL MEDIO DE DISPERSION

10.7.1. ESTABILIDAD DEL SISTEMA NANOPARTICULA - GEL

Con el fin de determinar el comportamiento y estabilidad del sistema Gel-NP, se
pusieron en contacto, en una bateria de viales A y B, cada uno de los geles con las
nanoparticulas suspendidas en EtOH (bateria A) y una solucidn de glicerina al 10% (bateria
B). En la bateria A, el sistema carbomer-nanoparticula (Carbomer-NP) fue inestable,
observandose una evidente separacion entre las NP y el gel, presentando un floculado de NP;
el sistema hidroxietilcelulosa-nanoparticula (HEC-NP) también presentd una separacion y
evidente inestabilidad, observadndose una aglomeracion de NP en diferentes zonas del gel.
Por otra parte, los sistemas polivinilpirrolidona-nanoparticula (PVP-NP) y quitosano-
nanoparticulas (QUIT-NP) no mostraron problemas de inestabilidad aparente, sin observarse
los fendmenos antes descritos. En la bateria B, el Gnico sistema que presento inestabilidad
fue el sistema carbomer-NP, en donde se observo separacion y presencia de floculos. En el
resto de los sistemas no se observaron indicios de inestabilidad.

Por otro lado, en los experimentos realizados al sistema Gel-NP-MOR, las muestras con
el gel de carbomer fueron las Unicas inestables, mostrando nuevamente el fendmeno descrito

anteriormente.
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En los sistemas con carbomer, se evidencié una gran inestabilidad, esto se debe
principalmente a diferencias en las cargas superficiales, ya que las nanoparticulas poseen una
naturaleza positiva y el gel de carbomer una carga negativa, presentando inestabilidad,
incluso en sistemas con morina adsorbida, sugiriendo que el flavonoide en estudio no generd
grandes cambios en la carga superficial de las nanoparticulas que mejoren la estabilidad del
sistema frente al carbomer. Los sistemas de HEC, QUIT y PVP con nanoparticulas con
morina adsorbida, fueron estables. Es importante sefialar que al agregar nanoparticulas a los
geles estudiados, se observo un aumento en la viscosidad relativa (Fig. 15), sin embargo, esto

no significa una desventaja.
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Figura 15. Viscosidad relativa del gel HEC al 1% con nanoparticulas
de silice incorporadas. Los valores son el promedio de n = 3
(promedio £ SD).

10.7.2. CESION DE MORINA ADSORBIDA DESDE LAS NANOPARTICULAS

Las soluciones de glicerina, tanto al 5% como al 10%, no generaron un efecto sobre la
cesion de morina y las soluciones de polisorbato al 0,5%, 1%, 2% y 5%, tuvieron un efecto
despreciable sobre la ésta. La cesion generada por las soluciones de laurilsulfato de sodio no

superd el 3% en cada concentracion. Por otra parte, la remocién de morina con cloruro de
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benzalconio fue mas significativa, alcanzando valores promedio de 24% de desorcion de
morina en las diversas concentraciones evaluadas, observandose una tendencia a aumentar la

desorcion a medida que la concentracion aumenta (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto del cloruro de benzalconio sobre la remocién de morina
adsorbida.

Este comportamiento puede explicarse debido a la leve carga negativa de la morina
adsorbida, capaz de interactuar con el cloruro de benzalconio (de naturaleza positiva),
provocando una mayor desorcion respecto a los demas constituyentes. Resulta interesante
mencionar que cuando el sistema NP-MOR se dejé en contacto con los diferentes medios de
dispersion estudiados, la remocién de morina s6lo ocurre una sola vez, es decir, la morina
que no es removida es retenida irreversiblemente. Lo descrito, es consistente con los valores
de los parametros termodinamicos encontrados, sugiriendo que una primera capa de morina
es adsorbida mediante una quimisorcion y el resto que puede ser removido facilmente,
corresponde a fisisorcion.

Con el fin de corroborar lo anteriormente descrito, se evaluo la desorcion de morina en

el tiempo y alta temperatura (60 — 70°C), utilizando como medio de dispersion etanol y una
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solucion de cloruro de benzalconio al 0,1%. Como resultado, se liberé una pequefia cantidad
de morina (los datos no se muestran), dejando la capa de morina adsorbida irreversiblemente,
durante el tiempo restante que se monitoreo la cesion (5 semanas).

En la Tabla 5, se resumen el efecto de los distintos constituyentes de formulaciones

estudiados.

Tabla 5. Efecto de diversos constituyentes, tipicos en emulsiones de uso farmacéutico y
cosmético, sobre la adsorcion de FLAV. — (No genera efecto); + (Afecta levemente); ++
(Afecta moderadamente); +++ (Afecta mayormente).

Constituyentes tipicos Efecto sobre la mg mg
en una emulsion adsorcion de MORad./100mg  MORad./100mg
FLAV SNP (inicial) SNP (Final)

Glicerina 10% - 2 2
Tween 2% ++ 2 1,90
Laurilsulfato de sodio + 2 1,98
0,5%
Cloruro de benzalconio +++ 2 1,60
0,05%

10.8. EVALUACION PRELIMINAR DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

10.8.1. ENSAYO DE REACTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE SILICE CON
MORINA ADSORBIDA, FRENTE AL RADICAL HIDROXILO
MEDIANTE LA METODOLOGIA SPIN-TRAPPING

Se estudid la reactividad de nanoparticulas con morina adsorbida frente al radical
hidroxilo generado por fot6lisis de agua oxigenada al 10%. Se realizé un control con DMPO
200 mM (50 pL), agua oxigenada 10% (50 uL) y glicerina al 10% (50ulL). Posteriormente,
se reemplazo el volumen de glicerina por una solucion de morina 0,11 mM (solucién 1), de
nanoparticulas 6800 mg/L (solucion 2) y de nanoparticulas con morina adsorbidas 0,11mM

(solucion 3). Con el proposito de evaluar la posible degradacion fotolitica (en ausencia de
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radical hidroxilo) de los componentes del sistema, se realizd un ensayo con morina (morina
0,11 mM (50 uL) + DMPO 200 mM (50 pL) + agua nanopura (50 pL)), generandose el
aducto de DMPO-OHe- en una pequefia cantidad, 10% de la sefial del control, la cual fue
descontada de la intensidad de todas las demas sefiales medidas. La presencia de glicerina en
el medio generd un patrén de sefiales de seis lineas, el cual fue constante en intensidad en
todos los espectros de los ensayos, razén por la cual el analisis se volvid independiente de

estas sefiales (Fig. 17A).

Con el proposito de evaluar el aporte a la actividad scavenging, de la adsorcion de morina
sobre las NP, se realizé la medicion de la capacidad antioxidante de cada componente de
manera independiente; los resultados mostraron que las NP presentan capacidad de
scavenging del radical hidroxilo (Fig. 17C). Por otro lado, la capacidad de scavenging para
las NP con morina adsorbida (Fig. 17D) aumenta en un 57% respecto a la de morina sola en
solucion (a igual concentracion) (Fig. 17B), dando cuenta de la existencia de un efecto

sinérgico entre la morina adsorbida y las nanoparticulas.
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Figura 17. Espectro EPR de (A) Control (DMPO + H»O; + glicerina 10%); (B) morina (DMPO +
H,0, + morina 0,11 mM / glicerina 10%); (C) Nanoparticulas (DMPO + H,O, + NP 6800 mg/L
/glicerina 10%); (D) morina adsorbida sobre nanoparticulas (DMPO + H,0; + morina 0,11 mM/NP
6800 mg/L /glicerina 10%). En el espectro (A) se sefiala con (#) la sefial correspondiente al aducto
DMPO/HOQe, (*) la sefial correspondiente al aducto DMPO/glicerina; la flecha indica el pico que se

empleo para el andlisis de cada espectro.

La actividad de scavenging de cada derivado fue estimada mediante la comparacion de

la sefial del aducto DMPO-HQO* en la reaccion antioxidante-radical en la suspension y/o

solucion de estudio y la reaccion del control al mismo tiempo de reaccidn, y se expresé como

porcentaje de disminucion del radical hidroxilo. En la Tabla 6 se resumen estos porcentajes.
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Tabla 6. Porcentaje de disminucion de la intensidad de la sefial con respecto al control. Los
valores son expresados como el promedio + SD, de tres ensayos independientes (p<0,05).

Conc. en celda Porcentaje de disminucion*
morina 36 uM 40,9 +0,8
Nanoparticulas 2267 mg/L 27,722

. . 18 uM 60,5+ 3,9
morina /Nanoparticulas 36 M 721423

. . . ., = —L)
* Porcentaje de disminucion = [M

X 100%, donde Ix es la intensidad de la sefial del

X

sistema con morina y/o nanoparticulas e lcontrol €5 la intensidad de la sefial del control.

También se realizd un ensayo con concentraciones crecientes de morina, manteniendo
constante la concentracién de NP (Fig. 18), donde se observa que el aumento en la
concentracion en celda, de morina adsorbida sobre las nanoparticulas, se traduce en un

incremento de la capacidad antioxidante, que no es lineal con respecto a la concentracion.
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Figura 18. Gréfico de barras con las intensidades absolutas del control
(0 uM morina en celda), nanoparticulas (NP) (0 uM morina en celda),
solucion de morina en glicerina al 10% (36 uM en celda), morina
adsorbida en NP a dos concentraciones (18 uM y 36 uM en celda).
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11. CONCLUSIONES

La cantidad m&xima de morina adsorbida en NP de silice funcionalizadas con NH> fue
entre 10-20 mg g2, la cual podria ser aumentada, cambiando el tipo de funcionalizacion y/o
controlando otras propiedades superficiales de las nanoparticulas. Ademas, seria de
importancia establecer con mayor certeza, de qué forma se une la morina a la cadena
aminopropil.

El uso de isotermas de adsorcion, de modelos cinéticos y termodindmicos,
proporcionaron un acercamiento al mecanismo de adsorcién. Aunque los modelos
matematicos ajustaron de buena forma los datos experimentales, sélo el modelo de isoterma
de Langmuir y el de Freundlich mostraron consistencia entre lo experimental y lo tedrico.
Los resultados sugieren que la adsorcion es de caracter espontaneo y es posible que el proceso
siga una dindmica en donde se adsorbe mediante quimisorcion, una primera capa de morina
y luego sobre ésta, estructuras apiladas (dimeros o asociaciones) que forman una capa extra
en ciertas zonas de las nanoparticulas, pudiendo interactuar entre si 0 no, adsorbiéndose
mediante fisisorcion, lo que requiere mayores pruebas y experimentos para aseverarlo.

Los resultados muestran que una solucion de glicerina al 10% puede constituir un medio
de dispersion adecuado para el sistema NP-MOR, ya que no afecta su composicién, al igual
que agentes viscosantes de naturaleza catidnica y/o no ionica. Lo anterior genera bases
fundamentales para un posible estudio de preformulacion de un producto y/o una formulacion
de uso topico.

Las MSNPs, poseen una actividad scavenging intrinseca frente al radical hidroxilo, lo
que limita en cierta forma su uso como vehiculo de entrega ya que se pierde la propiedad
inerte de un vehiculo farmacéutico. Sin embargo, permite tener un precedente importante
para utilizarlo como protector de alguna molécula funcionalizada sobre las nanoparticulas,
potenciar su actividad antioxidante y entregar una molécula de forma inalterada; pudiendo
ser incluidos en formulaciones topicas con importante potencialidad protectora de diversos

desordenes cutaneos, entre ellos el cancer.
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