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INTRODUCCIÓN 

 

Una herida puede ser un daño interno o externo, el cual se produce al golpear o 

cortar algún un tejido, como la piel, por ejemplo. Cuando se produce una herida 

sobre la piel, el tejido queda expuesto a diversos patógenos que pueden causar 

infección y alterar el proceso de cicatrización (Dunnill et al., 2015).  

Las heridas pueden clasificarse como agudas o crónicas, de acuerdo al tiempo de 

cicatrización de la herida (Mayet et al., 2014). Una herida aguda cicatriza dentro de 

un periodo de tiempo corto y no se alteran las etapas de cicatrización (coagulación, 

inflamación, producción de matriz extracelular y remodelación de tejido). Mientras 

que, una herida crónica se define cuando no ocurren normalmente las fases de 

cicatrización debido a una prolongación en la inflamación, retrasando la 

cicatrización de la herida por meses o incluso años (Frykberg y Banks, 2015). 

    

Los tratamientos tradicionales como gasas o algodón, no promueven de manera 

significativa el proceso de cicatrización de heridas crónicas, donde las fases de 

cicatrización son prolongadas (Khorasani et al., 2018). Actualmente, los andamios 

son una alternativa para facilitar el proceso de cicatrización. Un andamio es una 

estructura tridimensional de un determinado material, que provee soporte y actúa 

como barrera física para la protección de una herida (O’Brien y Fergal 2011; Rubio-

Elizalde et al., 2019). Para la fabricación de andamios, se buscan materiales que 

presenten propiedades que promuevan el proceso de cicatrización. Una de las 

características más importantes, es la biocompatibilidad del material, para no 

generar una respuesta inadecuada en el sitio de la herida (Liang, et al., 2016).   

Existe una variedad de materiales aptos para su aplicación como andamios, donde 

la elección del mismo dependerá de las características propias de la herida a tratar. 

Los materiales sintetizados a partir de fuentes naturales, como plantas, son 

conocidos como biopolímeros. El alginato es un biopolímero, que posee alta 

biocompatibilidad y biodegradabilidad, así como propiedades hemostáticas, 

haciéndolo un material apropiado para su aplicación en cicatrización de heridas 

(Cheng et al., 2017).  
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Para mejorar el efecto de un andamio, pueden incorporarse compuestos con 

bioactividad, la cual promueva y mejore el proceso cicatrización (Mayet et al., 2014). 

Se ha encontrado que extractos de plantas poseen compuestos químicos que 

exhiben propiedades analgésicas, anti-inflamatorias y antioxidantes (Anwar et al., 

2006). Por ejemplo, la planta Moringa oleifera ha sido reconocida y ampliamente 

utilizada por sus propiedades terapéuticas, tales como actividad antimicrobiana, 

anti-inflamatoria y promoción de la proliferación de fibroblastos (Rubio-Elizalde et 

al., 2019).  Esas propiedades se atribuyen a los compuestos fenólicos y flavonoides 

del extracto de la planta (Vongsak et al., 2013).  

Recientemente, las nanopartículas de óxidos metálicos tienen gran importancia 

debido a potenciales aplicaciones en diversas áreas. En particular, Las 

nanopartículas de ZnO poseen propiedades como biocompatibilidad, no toxicidad, 

y actividad antimicrobiana, haciéndolas candidatos adecuados para aplicaciones 

biomédicas (Jamdagni et al., 2016).  

En este proyecto de tesis se propone el desarrollo y caracterización de andamios a 

base de alginato-M. oleifera y nanopartículas de ZnO para su aplicación en 

cicatrización de heridas. 
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MARCO TEÓRICO 

 

Cicatrización de heridas 

 

El proceso de cicatrización consiste en cuatro etapas altamente integradas: 

hemostasis, inflamación, proliferación y remodelamiento del tejido. Las fases deben 

ocurrir en la secuencia adecuada y en un tiempo específico para que el proceso se 

lleve a cabo completamente (Guo y DiPietro, 2010). La primera fase de hemostasis 

ocurre inmediatamente después de la herida, con procesos de constricción vascular 

(Tabla 1). Enseguida, al iniciar el proceso de inflamación de la herida, inicia la 

infiltración secuencial de neutrófilos, macrófagos, y linfocitos, dando inicio a la 

cascada secuencial de cicatrización (Mayet et al., 2014).  

 

Tabla 1. Proceso normal de cicatrización de una herida. Tomado de Falanga, 

2005. 

 

 

 

Fase Eventos celulares y fisiológicos 

Hemostasis Constricción vascular, agregación plaquetaria, desgranulación   

Formación de coágulo de fibrina. 

  

 

Inflamación 

 
Reclutamiento de células, infiltración de neutrófilos y monocitos y 
diferenciación de macrófagos  

  

 

 

Proliferación 

Inicio de la re-epitelización,  

Angiogénesis,  

Síntesis de colágeno  

Formación de matriz extracelular (MEC)  

 

Remodelado 

Depósito de colágeno en herida 

Maduración vascular  

Formación de cicatriz  
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Muchos factores pueden interferir en las fases del proceso de cicatrización, 

provocando que el tejido no se repare. Los factores que influyen en el proceso, 

pueden ser locales o sistémicos. Los factores locales como la oxigenación, infección 

e insuficiencia venosa afectan directamente en las características de la herida. 

Mientras que los factores sistémicos, se relacionan con el estado de salud del 

paciente, que influye en el proceso de cicatrización de heridas (Guo y DiPietro, 

2010). La prolongación en el proceso, puede provocar una cicatrización tardía o una 

herida crónica que no cicatriza, lo cual, generalmente ocurre en condiciones 

patológicas como la diabetes o insuficiencia venosa, ocasionando heridas crónicas, 

donde se ve obstaculizada la cicatrización, provocando úlceras y contaminaciones 

fisiológicas graves (Mayet et al., 2014). Las heridas crónicas comparten 

características y comportamientos comunes, como inflamación prolongada, exceso 

en los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), de 

proteasas y células senescentes (Frykberg y Banks, 2015). 

La falla en el proceso de cicatrización de heridas crónicas se ha atribuido, en parte, 

al desequilibrio en los niveles de las proteasas, por ejemplo, metaloproteinasas de 

matriz (MMP) como colagenasa y gelatinasa, que se han encontrado estar elevadas 

en un ambiente de herida crónico. (Eming et al., 2014).  

Si los niveles de las proteasas exceden a sus inhibidores, existe una degradación 

de los componentes de la matriz y de los factores de crecimiento requeridos para la 

formación de la matriz extracelular (MEC), atrayendo un mayor número de células 

inflamatorias, prolongando así, el ciclo de inflamación en la herida (MCcarthy y 

Percival, 2013).  

Las células del sistema inmunológico producen ROS, como defensa contra diversos 

microorganismos, sin embargo, en heridas crónicas la producción de ROS 

incrementa, excediendo los niveles óptimos y provocando estrés oxidativo, lo que 

genera un daño celular y deterioro en la cicatrización de la herida (Dunhill et al., 

2015).  

Las concentraciones tóxicas de ROS y la presencia de colonias bacterianas 

productoras de biopelículas en la herida, son considerados factores importantes en 
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el desarrollo de las heridas crónicas (Dhall et al., 2014). Sin embargo, una infección 

microbiana, puede ser otro factor que contribuya a la prolongación de la cicatrización 

de una herida y volverla crónica, por la producción continua de mediadores 

inflamatorios, reducción de fibroblastos y competencia con las células por los 

nutrientes y el oxígeno (Shreml et al., 2010). Por lo tanto, los niveles de ROS, deben 

estar en equilibrio para que actúe como agentes antimicrobianos y como moléculas 

de señalización, ayudando a eliminar microorganismos presentes en la herida 

(Eming et al., 2014). 

 

Andamios 

 

Los andamios son estructuras tridimensionales que proveen soporte para la 

formación de un nuevo tejido, cubren la herida, y actúan como barrera física contra 

infecciones externas, además son una alternativa para promover la cicatrización de 

heridas. Diversos materiales son utilizados para la preparación de andamios, su uso 

depende de la función a llevar a cabo, así como del tipo de herida. Los materiales a 

utilizarse, deben presentar características imprescindibles, como biodegradabilidad, 

biocompatibilidad, no toxicidad, y propiedades mecánicas que lo hagan apto para 

su aplicación en una herida (O’Brien y Fergal 2011). 

 

Asimismo, la composición y las propiedades del andamio, juegan una función 

importante en la modificación del microentorno de la herida, donde por medio de su 

estructura tridimensional pueden facilitar la unión, proliferación y diferenciación 

celular (Zhong et al., 2010). 

 

Gelatina 

 

La gelatina es un producto de la hidrólisis parcial del colágeno, la cual se caracteriza 

por ser biocompatible, no inmunogénica y biodegradable. La gelatina puede formar 

estructuras tridimensionales porosas que proporcionan sitios de adhesión celular, 

por ello, ha sido ampliamente utilizada como apósito en cicatrización de heridas 

(Yang et al., 2018).  Además, la aplicación de la gelatina como andamio para las 
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heridas ha mostrado mejorar la unión celular, permitiendo la conexión y señalización 

celular (Kim et al., 2014). Sin embargo, la alta solubilidad de la gelatina en medio 

acuoso presenta una desventaja para su aplicación como biomaterial, de manera 

que los materiales de gelatina se entrecruzan para mejorar su estabilidad y sus 

propiedades mecánicas que permitan su aplicación como andamios (Yeh et al., 

2012). 

 

Alginato 

 

El alginato es un polímero aniónico que comúnmente se extrae de algas pardas 

(Phaeophyceae), incluyendo Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria 

japonica, Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera, mediante tratamiento con 

soluciones alcalinas. El alginato es soluble en soluciones acuosas, a temperatura 

ambiente, y forma geles estables mediante la adición de cationes divalentes, como 

el calcio, (Ca 2+). El alginato es un polímero natural con amplias aplicaciones debido 

a sus propiedades como hidrofilicidad, biocompatibilidad, bajo costo y baja toxicidad 

(Lee y Mooney, 2012).  

 

El alginato se compone de bloques de residuos alternos de ácido gulurónico (G) y 

manurónico (M) unidos (Koga et al., 2018). Los bloques se componen de residuos 

G consecutivos, residuos M consecutivos y residuos M y G alternos (Fig. 1). Los 

alginatos extraídos de diferentes fuentes difieren en el contenido de M y G (Qin, 

2007).  

 
Solo los bloques G del alginato interactúan con los cationes divalentes, por ejemplo, 

Ca 2+ para formar hidrogeles (Fig. 2) La composición (M/G), la longitud del bloque 

G, son factores que afectan las propiedades físicas del alginato y los hidrogeles que 

puedan formar (George y Abraham, 2006).  
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Fig. 1. Estructura química de los bloques G, M y cadena alterna de G-M.  
Tomada de Lee y Mooney, 2012. 

 

 

 
 
Fig. 2. Mecanismo de entrecruzamiento de alginato y catión Ca2+. Tomada de Abdul 
Khalil et al., 2017. 
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El uso de alginato en apósitos, se debe a su capacidad para la formación de geles 

al absorber los exudados de la herida, limitando las secreciones de la herida lo que 

reduce la contaminación bacteriana (Boateng et al., 2008).  

 

Nanopartículas de ZnO 

 

El óxido de zinc (ZnO) es un material inorgánico, que tiene propiedades físicas y 

químicas que permiten su aplicación en diversas áreas. Las propiedades del ZnO 

se pueden modificar al reducir su tamaño a la escala nanométrica, ya que las 

nanopartículas de ZnO (NPs de ZnO) muestran propiedades físicas, químicas y 

estructurales diferentes (Ahmed, et al., 2017).  Por ejemplo, cuando el tamaño de la 

partícula se reduce a la escala nanométrica, el ZnO muestra actividad antibacteriana 

importante contra un amplio espectro de especies bacterianas (Sirelkhatim et al., 

2015).  

 

Las NPs de ZnO son utilizadas principalmente como dispersoras de luz UV en 

protectores solares, pastas dentales y cosméticos (Serpone et al. 2007).  Sin 

embargo, las NPs ZnO tienen, además, amplias aplicaciones en biomedicina debido 

a su biocompatibilidad y sus propiedades antibacterianas, antifúngicas y anti-

inflamatorias, y por lo tanto, como agente para promover la cicatrización de heridas 

(Yadav et al., 2018; Mishra et al., 2012). 

 

La actividad antimicrobiana de NPs de ZnO incluye bacterias tanto Gram positivas 

como Gram negativas. Esa actividad está relacionada con el tamaño de partícula, 

es decir, a menores tamaños de partícula, se muestran mayores porcentajes de 

actividad antimicrobiana (Jamdagni et al., 2016).  Las NPs de ZnO promueven una 

serie de mecanismos que le permiten actuar como agente antimicrobiano. Los 

mecanismos principales son la disrupción de la membrana celular, así como el 

estrés oxidativo inducido por la producción de ROS. Sin embargo, las NPs también 

pueden iniciar una cascada de eventos como la inhibición de enzimas, la 

interrupción de la formación de biopelículas y la desnaturalización de proteínas en 

las bacterias (Happy et al., 2018). 
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Por otro lado, se ha demostrado su capacidad de re-epitelización, al liberar el ion 

Zn+2 en la superficie de la herida produciendo un aumento de los queratinocitos en 

el medio y promoviendo la cicatrización (Kumar et al., 2012).  

 

Moringa oleifera 

 

La planta Moringa oleifera Lam, es miembro de la familia Moringaceae. Es nativa 

del norte de la India y se cultiva en zonas tropicales del mundo (Verma et al., 

2009).  Las hojas y flores de la planta se han utilizado como suplemento por su alto 

valor nutritivo, demostrando diversas propiedades farmacológicas (Chumark et al., 

2008).  

 

Las hojas de M. oleifera contienen altos niveles de vitaminas, minerales y 

fitoquímicos, carotenoides, aminoácidos, esteroles, glucósidos, flavonoides y 

fenoles, los cuales se relacionan con sus propiedades anti-inflamatorias, 

antimicrobianas y antioxidantes (Mbikay, 2012). Por lo tanto, la influencia en el 

proceso de cicatrización de heridas se atribuye a la presencia de los compuestos 

bioactivos en el extracto (Siddhuraju y Becker, 2003). 

 

ANTECEDENTES  

 

Rubio-Elizalde et al. (2019), fabricaron un andamio a base de alginato-PEGMA e 

incorporaron extractos acuosos de Moringa oleifera (M.O) y Aloe vera (A.V).  

Incorporaron el PEGMA al material de alginato para mejorar su estabilidad en medio 

acuoso. Caracterizaron el material con base en su porosidad, absorción de agua, 

liberación de los extractos, viabilidad celular, actividad anti-inflamatoria y 

antimicrobiana. Obtuvieron dos materiales porosos alginato-A.V-M.O 2%(m/v) y 

alginato-A.V-M.O1%(m/v), donde variaron la proporción de M. oleifera. El extracto 

de A. vera contribuyó a aumentar la capacidad de absorción de agua, mientras que 

la M. oleifera proporcionó capacidad antioxidante, mejoró las propiedades anti-

inflamatorias del material y aportó al material alginato-PEGMA actividad 
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antimicrobiana contra S. aureus. Sin embargo el material alginato-PEGMA-A.V-M.O 

no mostró actividad antimicrobiana contra E. coli. Las propiedades antimicrobianas 

las atribuyeron a la incorporación del extracto de M. oleifera. 

 

Chopra et al. (2015), fabricaron un hidrogel a base de alginato/goma acacia e 

incorporaron NPs de ZnO. Midieron la encapsulación y liberación de las NPs, la 

absorción de agua del material y su actividad antimicrobiana contra la bacteria 

Pseudomonas aureginosa. Tanto el hidrogel como las NPs de ZnO mostraron 

actividad antimicrobiana en un intervalo de concentraciones de 15 µg/ml- 1000 

µg/ml.  

 

Mohandas et al. (2015), prepararon un material poroso de alginato-quitosano/NPs 

ZnO y evaluaron su porosidad, capacidad hemostática, citocompatibilidad con 

fibroblastos humanos y la actividad antimicrobiana contra E.coli, S. aureus, Candida 

albicans y S. aureus resistente a metacilina (MRSA). La porosidad del material (60-

70%), no se afectó por la incorporación del ZnO. Con concentraciones 0.05 %-1 % 

(m/m) de ZnO, las diferentes muestras presentaron actividad antimicrobiana contra 

todas las cepas analizadas.  

 

Khalid et al., (2017), fabricaron un apósito de celulosa y NPs de ZnO para heridas 

por quemaduras. Incorporaron el apósito en una solución de NPs de ZnO (1%) y 

midieron la actividad antimicrobiana del material por el método difusión en agar, 

contra las bacterias E. coli, Citrobacter freundii, S. aureus y Pseudomonas 

aureginosa. El apósito mostró actividad contra todas las cepas, E. coli (90%) C. 

freundii (90%), P. aureginosa (87.4 %), y S. aureus (94.3 %).  

  

Ali et al., (2016) impregnaron un material de celulosa con solución de NPs de ZnO 

variando las concentraciones a 1, 5 y 10 mg de ZnO y analizaron la actividad 

antimicrobiana del material y de las NPs de ZnO. Tanto las NPs como el material 
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ZnO-celulosa mostraron actividad contra E. coli y S. aureus, a mayor concentración 

de ZnO mayor actividad antimicrobiana contra ambas cepas.  

 

Raguvaran et al. (2017), caracterizaron un hidrogel a base de alginato/goma 

acacia/ZnO (SAGA-ZnO), y midieron su biocompatibilidad en fibroblastos, actividad 

antimicrobiana contra Pseudomonas aureginosa y Bacillus cereus. Los resultados 

mostearon una mayor actividad antimicrobiana en la solución de NPs ZnO que la 

actividad del material SAGA-ZnO, en un intervalo de concentraciones de 1.25 - 10 

mg/ml.  La citotoxicidad disminuyó conforme bajaba la concentración de ZnO en el 

material.  

 

Gong et al. (2019) sintetizaron una película de alginato-quitosano y nanopartículas 

de ZnO para promover la cicatrización. Los autores incorporaron las NPs de ZnO 

por sus propiedades antimicrobianas ya reportadas anteriormente. Por XRD, 

lograron observar la presencia de ZnO en la película. El ZnO fue incorporado en 

solución a 1 mg/ml, a la mezcla de alginato-quitosano. La película se formó secando 

por 12 h la solución en el molde.  La actividad antimicrobiana se realizó contra S. 

aureus y E. coli. El ZnO mostró únicamente actividad contra S. aureus, mientras que 

el material alginato-quitosano mostró actividad contra ambas bacterias. Midieron la 

biocompatibilidad del material compuesto con células madre mesenquimales. El 

material obtenido no presentó toxicidad contra las células, obteniendo un 86.3 % de 

viabilidad celular 

Los trabajos consultados, incluyen materiales a base de la misma matriz de alginato 

y otros biopolímeros donde se han incorporado nanopartículas de ZnO con potencial 

aplicación como apósitos en heridas infectadas, así como extractos de plantas que 

promuevan la cicatrización de heridas. Los estudios anteriores, muestran el 

potencial antimicrobiano de los materiales con NPs de ZnO, sin embargo, no se han 

evaluado otras propiedades de las nanopartículas de ZnO, por ejemplo, su efecto 

antioxidante y anti-inflamatorio que podrían promover la cicatrización de una herida.  
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Asimismo, la adición de un extracto acuoso como M. oleifera podría proporcionar 

otras propiedades como sitios de adhesión y aumento de la proliferación celular, 

haciendo al material apto para su uso como andamio en cicatrización de heridas.  
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HIPOTESIS 

 

De acuerdo a las características reportadas de las nanopartículas de ZnO, el ZnO 

incrementará la capacidad antimicrobiana del material compuesto obtenido contra 

diferentes bacterias, E.coli, P.aureginosa, K. pnemoniae y B. subtilis, mientras que 

la M. oleifera proporcionará propiedades que promueven el proceso de cicatrización 

de heridas.  Por lo tanto, el sistema biopolímero-M. oleifera-ZnO, poseerá 

propiedades que lo harán adecuado para su aplicación como andamio para 

cicatrización de heridas.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Preparar andamios compuestos a base de un biopolímero, M. oleifera y ZnO para 

aplicación en cicatrización de heridas.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Caracterizar el ZnO en términos de su actividad antioxidante y anti-

inflamatoria.   

• Incorporar ZnO a una matriz polimérica de alginato y/o gelatina y M. oleifera.  

• Evaluar la microestructura de los andamios por microscopía electrónica de 

barrido (SEM, por sus siglas en inglés).  

• Determinar la capacidad de absorción de agua del material compuesto.   

• Determinar la rapidez de liberación de los compuestos bioactivos M. oleifera 

y ZnO de los andamios   

• Caracterizar el material compuesto biopolímero-M.O-ZnO en términos de sus 

actividades antioxidantes, anti-inflamatoria y antimicrobiana contra 

Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa, Bacilus subtillis y Klebsiella 

pneumoniae.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Materiales 

 

Hojas secas de M. oleifera marca Stevia San Martín, sal sódica de ácido algínico de 

peso molecular 120,000 - 190,000 g/mol, (Sigma Aldrich, No. cat. 180947). Cloruro 

de calcio (CaCl2), metil éter metacrilato de polietilenglicol (PEGMA) Mn~500 (No. 

cat. 447943), gelatina de piel de porcino (tipo A), Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox), ácido 2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfónico) (ABTS), nitroprusiato de sodio (SNP), enzima colagenasa de Clostridium 

histolyticum (ChC), N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) , buffer TES 

y reactivo de Griess se adquirieron de Sigma-Aldrich. 

Las nanopartículas (NPs) de ZnO biogénicas, utilizando hueso de aguacate como 

agente reductor, fueron proporcionadas por el grupo de investigación del Dr. Priscy 

Luque Morales (véase síntesis y caracterización en Anexo 1).  

 

Preparación del extracto acuoso de M. oleifera 

 

Las hojas secas de M. oleifera se trituraron usando una licuadora hasta obtener un 

polvo. El polvo se colocó en agua destilada a 75 °C, durante 5 min. Posteriormente 

se filtró la suspensión, utilizando un filtro de 0.2 µm para obtener el extracto acuoso. 

El extracto se congeló a -80 °C y se liofilizó (Rubio-elizalde, et al. 2019). El extracto 

liofilizado se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

 

Preparación del material gelatina-ZnO 

 

Se preparó una solución de gelatina 0.75% (m/v) en agua destilada, en agitación 

constante y a una temperatura de 50 °C (Fig. 3c). Se agregaron las NPs de ZnO (5 

mg/ andamio) y se dispersó la solución por medio de sonicación por 15 min (Fig. 

3d). Se colocó la solución en moldes de poliestireno, se congelaron a -80°C por 24 
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h y liofilizaron (Labconco Free Zone, 1L) por 24h.  Posteriormente, los andamios se 

desmoldaron y entrecruzaron mediante deshidratación térmica a 140°C por 24 h y 

80 kPa de vacío (Castro-Ceseña et al., 2016). 

Para la preparación de los materiales alginato:gelatina-ZnO (5 mg/ml) se utilizaron 

diferentes proporciones de los dos polímeros: Alginato:gelatina (25:75)–ZnO, 50:50-

ZnO, alginato:gelatina (75:25) – ZnO y alginato– ZnO (100:0) y se siguió el 

procedimiento descrito anteriormente.  

 

Preparación del material alginato-Ca-PEGMA 

 

Se preparó una solución de alginato de sodio 3% (m/v) en agua destilada. Se le 

añadió PEGMA 0.75% (v/v) como plastificante. La solución de alginato-PEGMA se 

entrecruzó con CaCl2 1.5 % (m/v), añadiéndolo 1:1 (alginato-PEGMA:CaCl2) y 

mezclando con un homogenizador manual, obteniendo una solución final de 

alginato 1.5% (m/v), CaCl2 0.75 % (m/v), PEGMA 0.375% (v/v). Las soluciones 

obtenidas se vertieron en moldes de poliestireno y se congelaron a -20 C durante 

48 h para su posterior liofilización durante 24 h (Rubio-Elizalde et al., 2019). 

 

Incorporación de los compuestos bioactivos ZnO y M. oleifera 
 

Las NPs de ZnO biogénicas fueron sintetizadas utilizando extracto del hueso de 

aguacate como agente reductor (Fig. 3a).  

La concentración del extracto de M. oleifera se eligió con base en un estudio previo 

(Rubio-Elizalde, et al., 2019) donde se muestra que a 1% (m/v), el extracto muestra 

actividad antimicrobiana contra S. aureus. La concentración de ZnO, se determinó 

con base en resultados preliminares de pruebas antimicrobianas, donde los 

materiales con 5 mg de ZnO por andamio, presentaron actividad antibacteriana 

contra E. coli (Ali et al., 2016).  



17 
 

Ambos compuestos (M. O 1% (m/v) y ZnO 5mg/andamio) se agregaron a la solución 

ya entrecruzada Ca-alginato-PEGMA (Fig. 3c). Posteriormente, se dispersaron las 

NPs de ZnO en la solución Ca-alginato-PEGMA-M.O-ZnO por medio de sonicación 

por 15 min. Se vertieron las soluciones en moldes de poliestireno, se congelaron a 

-20 °C y se liofilizaron (Fig. 3e) para obtener un material poroso (Fig. 3f).  

 

 

Fig. 3. Diagrama de proceso de fabricación de materiales compuestos alginato-Ca-
PEGMA-ZnO-M.O y gelatina - ZnO. Síntesis de NPs de ZnO (a). Incorporación de 
compuestos bioactivos (b, c). Dispersión de NPs de ZnO en solución (d). Enmoldamiento 
(e). Congelamiento y liofilización (f), apósito poroso (g). 

 

Determinación de la microestructura de los andamios 
 

La microestructura de los materiales se analizó por medio de microscopía 

electrónica de barrido (SEM) EVO/MA15 ZEISS, usando un voltaje de 15 kV, bajo 

condiciones de presión variable. Los materiales se visualizaron en vista superior y 
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lateral a diferentes magnificaciones (100x, 50x), con el fin de observar su porosidad 

y su estructura tridimensional. Asimismo, se verificó la incorporación de ZnO en los 

materiales mediante espectrometría de dispersión de energía de rayos X (EDX, por 

sus siglas en inglés).    

 

Actividad antioxidante de los materiales por ABTS •+ 
 

Se realizó el ensayo ABTS (Re, et al. 1999) para determinar la capacidad 

antioxidante de los materiales. Modificando la metodología anterior, el radical 

ABTS+, se disolvió en agua destilada. Primeramente, los andamios se cortaron en 

8 pedazos y se sumergieron en 1800 µl de ABTS+, las soluciones se sonicaron por 

4 min y se centrifugaron a 12,000 rpm por 2 min para un tiempo total de incubación 

de 6 min. Se tomaron 200 µl de cada muestra, se colocaron en una placa de 96 

pozos para posteriormente leer la absorbancia a 740 nm en el lector de placas 

Epoch.   

La capacidad antioxidante se calculó por medio del porcentaje de inhibición de la 

absorbancia utilizando la siguiente fórmula:  

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) = [
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
]  𝑥 100 

 

 Donde: 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑦 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  son valores de la absorbancia del control y la 

muestra a los 6 minutos respectivamente. 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 corresponde a la solución 

ABTS+ con 600 µl de agua destilada.  

Se obtuvo una curva estándar, usando una solución de Trolox (0-100 mol/ml) en 

etanol absoluto. El porcentaje de inhibición de los materiales, se comparó con el 

estándar Trolox y los resultados se expresaron en términos de Capacidad 

Antioxidante Equivalente en Trolox® (TEAC, por sus siglas en inglés) en nmol 

equivalentes de Trolox por cada mg de andamio. 
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Actividad anti-inflamatoria (relacionada a remoción de óxido nítrico) de los 

materiales compuestos 
 

La actividad anti-inflamatoria de los materiales se determinó por medio de la 

capacidad de los materiales para remover óxido nítrico (NO), utilizando el ensayo 

de nitroprusiato de sodio (SNP) (Pardau et al., 2017). Se cortaron los andamios en 

8 pedazos, se sumergieron en 1800 µl de SNP (5mM) incubándose a la luz por 60 

min, se agitaron con vortex y se centrifugaron por 2 min a 12,000 rpm. Se tomó 100 

µl de sobrenadante de cada muestra, se colocaron en placa de 96 pozos y se añadió 

100 µl de reactivo de Griess 1X incubando por 15 min. Se leyó la absorbancia a 540 

nm en el lector de placas Epoch. La remoción de óxido nítrico de las muestras se 

calculó:  

𝑅𝑒𝑚𝑜𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑁𝑂 (%) = [
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
]  𝑥 100 

 

 Donde: 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙  es la absorbancia del reactivo de Griess con SNP y 

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  es la absorbancia de reactivo de Griess con la muestra.  

 

Liberación de los compuestos bioactivos, ZnO y M. oleifera 

 

Cada muestra por triplicado, fue sumergida en agua destilada, por diversos 

intervalos de tiempo, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 min. Se tomó cada alícuota de 

liberación correspondiente a cada tiempo y se agregó nuevamente agua destilada 

en cada intervalo. Las alícuotas fueron almacenadas a 4°C, para posteriores 

análisis. La liberación de los compuestos bioactivos se analizó mediante un ensayo 

de actividad antioxidante ABTS (Re, et al. 1999) con las alícuotas obtenidas.  
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Actividad antimicrobiana  

 

La actividad antimicrobiana de los andamios, se realizó por medio del método de 

difusión en agar (Collins, Lyne, y Grange, 1989), contra las bacterias E.coli, P. 

aureginosa, K. pneumoniae y B.subtilis.  

Siguiendo la metodología descrita por el Instituto de Estándares Clínicos y de 

Laboratorio (CLSI, 2012). Las cepas bacterianas se cultivaron en medio LB y se 

resembraron para la preparación del inóculo en medio líquido. Se midió la turbidez 

a 625 nm con un espectrofotómetro, hasta obtener una absorbancia entre 0.08-0.12, 

que corresponde a 1.5 x108 CFU/ml. Se optó por utilizar el valor menor de 

absorbancia, para evitar alta concentración de bacterias en las placas. Los inóculos 

se transfirieron a frascos con 100 ml de medio para obtener una concentración final 

de 1x106 UFC / ml. 

Se colocaron los materiales compuestos a las placas con medio LB y se agregó el 

medio inoculado con las cepas respectivamente. Las placas se incubaron por 24 h 

a 37°C, y posteriormente se midieron las zonas de inhibición obtenidas para 

determinar la actividad antimicrobiana. Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

Absorción de agua de los materiales compuestos 
 

Para medir la absorción de agua de los materiales, los andamios (por triplicado) se 

pesaron para obtener su masa inicial. Posteriormente, se sumergieron en 2 ml de 

agua destilada a 37 °C, incubándose a diferentes tiempos, 15, 30, 60, 90 y 120 min. 

En cada intervalo de tiempo, se retiró el exceso de agua de las muestras con un 

pañuelo, se pesaron para registrar el peso final y se añadió nuevamente 2 ml de 

agua destilada (Rubio-Elizalde et al., 2019). 

La cantidad de absorción de agua se calculó con la siguiente fórmula:  

 



21 
 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 (%) = [
𝑀𝑡 − 𝑀𝑜

𝑀𝑜
]  𝑥 100 

Donde: 𝑀𝑡 es la masa de la muestra al tiempo t (15, 30, 60, 90 y 120 min) y 𝑀𝑜la 

masa inicial de la muestra (t=0).  

 
 
Ensayo de inhibición de la actividad de la colagenasa 

 

Para la medición de inhibición de actividad de la colagenasa se utilizaron las 

alícuotas de liberación de los compuestos activos en el tiempo 15 min, dado que se 

obtuvo el mayor porcentaje de extracto liberado. La muestra se colocó con la enzima 

colagenasa de Clostridium histolyticum (ChC) en buffer TES 50 mM y se incubó a 

37 °C por 20 min.  Se preparó una solución 2mM de sustrato N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-

Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) en el mismo buffer.  El ensayó se realizó con 60 µL de 

buffer, 30 µL de muestra y 10 µl de enzima en cada prueba incubando por 20 

minutos, se agregaron 20 µL de sustrato a la mezcla. Como control negativo se 

utilizó agua en lugar de sustrato. Se midió el decremento de la densidad óptica (OD) 

a 335 nm en el lector de placas Epoch, por 20 min iniciada la reacción. Las 

velocidades se calcularon por los cambios en la absorbancia durante los primeros 

10 minutos de reacción. La actividad de inhibición de colagenasa se calculó 

utilizando la siguiente fórmula: 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑜𝑙𝑎𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑎 (%) =  
𝑉𝑒𝑙. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 −  𝑉𝑒𝑙. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑉𝑒𝑙. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 

 

donde:  𝑉𝑒𝑙. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙  es la velocidad de inicial de reacción de la colagenasa y 

el sustrato (FALGPA) en ausencia del inhibidor (muestra) y 𝑉𝑒𝑙. 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 es la 

velocidad inicial de reacción de la colagenasa en presencia del inhibidor, en este 

caso la muestra, es decir, las NPs de ZnO y/o el extracto de M. oleifera (Wittenauer 

et al., 2015).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de nanopartículas (NPs) de óxido de 

zinc (ZnO) 

 

El ensayo por ABTS•+ es un método fácil y rápido para estimar la actividad 

antioxidante de una muestra. La actividad antioxidante se determina como la 

capacidad de las partículas en estudio para disminuir el color del ABTS•+ al 

reaccionar con el radical y reducirlo, el grado de decoloración se expresa como 

porcentaje de inhibición de la oxidación (Zare et al., 2017). Se analizó la actividad 

antioxidante de las nanopartículas de ZnO biogénicas, con la finalidad de evaluar 

su capacidad antioxidante, antes de incorporarlas al material.   

 

Para todas las concentraciones evaluadas (Fig. 4), las NPs de ZnO presentaron 

actividad antioxidante. Como era esperado, se observa que la actividad 

antioxidante incrementó conforme aumentó la concentración de ZnO. 
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Fig. 4. Actividad antioxidante de ZnO en H2Od. Las barras de error representan la 

desviación estándar de las medias (n=4/grupo).  
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Al evaluar concentraciones las concentraciones más altas (1.5 y 2 mg/ml), la mayor 

actividad se observa en 1.5 mg/ml correspondiente a 26.07 nm TEAC. Se mantuvo 

la proporcionalidad hasta esa concentración, ya que a 2 mg/ml se logra ver una 

disminución en la actividad.   

 

La capacidad antioxidante de las NPs de ZnO se puede deber a una donación de 

electrones del átomo de oxígeno, que reaccionan con los radicales libres presentes 

en el medio (Das et al., 2013). Sin embargo, en estudios anteriores se ha 

demostrado que la actividad antioxidante de las NPs de ZnO biogénicas, se 

relaciona con el tipo de extracto utilizado como agente reductor, ya que depende de 

los compuestos presentes en el extracto (Kumar et al., 2014; Rajakumar et al., 

2018). Esto concuerda con los resultados obtenidos, dado que a una concentración 

de 0.5 mg/ml de NPs de ZnO se obtuvo una actividad de antioxidante de 8.1% (Fig. 

4), mientras que en un estudio anterior se muestra 60% de actividad antioxidante 

para 0.5 mg/ml de NPs ZnO sintetizadas a partir de la hoja de Andrographis 

paniculata (Rajakumar et al., 2018), asimismo, con NPs de ZnO sintetizadas a partir 

de Polygala tenuifolia se obtuvo un 45.01% de actividad antioxidante a la misma 

concentración de ZnO (Nagajyothi et al., 2015).  

 

Por otro lado, la actividad anti-inflamatoria, se midió en relación a la remoción de 

óxido nítrico (NO) en el medio, debido a que el NO es regulador y modulador en las 

respuestas inflamatorias (Pardau et al., 2017).  

 

La capacidad de remoción de NO de las nanopartículas de ZnO, se determinó por 

medio del ensayo con SNP, que al donar NO reacciona con el reactivo de Griess 

para formar un complejo de color rosado, el cual es interrumpido al incorporar 

especies removedores de NO, en este caso la M. oleifera y las NPs de ZnO. Al 

disminuir la absorbancia a 540 nm, mayor es la remoción de NO en el medio y mayor 

será su capacidad anti-inflamatoria (Rubio-Elizalde, et al., 2019). Por lo tanto, se 

observa que las NPs de ZnO, presentan capacidad para remover NO, lo cual puede 

relacionarse directamente con la capacidad anti-inflamatoria de las NPs evaluadas, 
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ya que las concentraciones analizadas presentan remoción de NO en el medio (Fig. 

5): 30.91% para 0.5 mg/ml, 34.62% en 1 mg/ml y 35.26% en 1.5 mg/ml 

respectivamente.  
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Fig. 5. Actividad anti-inflamatoria de ZnO en H2Od relacionada con la capacidad de 

remoción de NO. Las barras de verticales representan la desviación estándar de las 

medias (n=4 /grupo). 

 
 

Apariencia y microestructura de los materiales compuestos por microscopía 

electrónica de barrido (SEM) 

 

Se evaluaron dos polímeros diferentes, alginato y gelatina como material para 

incorporar el ZnO y obtener un material compuesto adecuado, para utilizarse como 

apósito para cicatrización de heridas. Todos los materiales obtenidos se muestran 

en la fig. 6. Primero se fabricaron los materiales con gelatina 0.75%(m/v), 

incorporando 3 y 5 mg/ml de ZnO. Se obtuvieron materiales flexibles (Fig.6A). Al 

observar la microestructura superficial por SEM, se observó que al incorporar el 

ZnO, este modifica la microestructura del material, ya que el material de gelatina sin 

ZnO no mostraba porosidad (Fig. 6A). Otra característica del material, fue una ligera 

reducción de tamaño al incorporar ZnO, con un diámetro promedio de 11 mm, con 
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respecto a 13 mm del material sin ZnO. Sin embargo, se descartó utilizar gelatina 

como polímero, dado que las NPs de ZnO no se distribuían homogéneamente en el 

material, quedando como residuo en el fondo del molde. Como alternativa, se optó 

combinar alginato y gelatina (Fig. 7) para formar los materiales compuestos, 

variando la proporción de los dos polímeros y manteniendo las concentraciones de 

ZnO. Los materiales resultantes fueron diferentes según la proporción. En el 

material alginato-gelatina (25:75)-ZnO (Fig. 7A) se produjeron dos fases en el 

material, correspondientes a los dos polímeros, además, se observa la 

aglomeración del ZnO en la superficie (Fig. 7A) debido a la dispersión deficiente en 

el material. Los mejores materiales se obtuvieron en las condiciones con mayor 

porcentaje de alginato, ya que, en el material de gelatina, las NPs de ZnO se 

precipitaban y aglomeraban (Fig. 7B). El material de alginato-ZnO resultó ser 

quebradizo y desmoronable debido a la falta de PEGMA en el material (Fig. 7D). De 

manera que, la combinación de los dos polímeros y ZnO no generó un material apto 

para su aplicación como andamio, utilizando las condiciones de preparación que 

aquí se mencionan.  

 

Por ese motivo, se optó por utilizar alginato-Ca-PEGMA como material, el cual se 

ha reportado ser un buen candidato como apósito de heridas (Rubio-Elizalde, et al., 

2019). Utilizando las mismas concentraciones previas de ZnO, el material final 

obtenido (Fig. 8a), fue un material blando y flexible. Al incorporar el extracto de M. 

oleifera (M.O) al material alginato-PEGMA, el material se torna de color café (Fig. 

8c) y modifica su estructura, haciéndolo más quebradizo. Mientras que, al combinar 

alginato-PEGMA-M.O-ZnO, se obtiene un material de color amarillo (Fig. 8d), lo que 

puede deberse a una interacción entre el ZnO y M.O, ya que ningún material anterior 

contiene ese color. Además, resultó ser un material, desmoronable y más 

quebradizo, comparado con los materiales alginato-M.O y alginato-ZnO, por lo tanto, 

la adición de M.O-ZnO en esas concentraciones no permite una estructura 

adecuada para su uso como andamio.  
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Fig. 6. Imágenes de los andamios de gelatina-ZnO y alginato-ZnO. SEM muestra la 

microestructura de la superficie de los materiales. Andamio de gelatina blanco (A), material 

gelatina-ZnO (B), alginato-PEGMA (C), alginato-PEGMA-ZnO (D) Espectro EDX muestra 

la presencia de Zn en material gelatina-ZnO (b), alginato-ZnO (d).  
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Fig. 7. Imágenes de materiales compuestos alginato:gelatina-ZnO 5mg/ml. (A) 
Alginato:gelatina (25:75)–ZnO, (B) alginato:gelatina (50:50)-ZnO alginato:gelatina (75:25) – 
ZnO (C) y alginato:gelatina (100:0) – ZnO (D). 
 

 
 
Fig. 8. Fotografías de materiales con los compuestos bioactivos. Alginato-PEGMA (a), 
Alginato-PEGMA – ZnO (b), Alginato-PEGMA-M.O (c) y Alginato-PEGMA -M.O-ZnO (d). 
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Capacidad antioxidante y anti-inflamatoria de los materiales compuestos  

 

La evaluación de la actividad antioxidante de los materiales, se determinó mediante 

el método de eliminación de radicales libres ABTS. La oxidación de ABTS con 

persulfato de potasio (KPS) genera un catión ABTS•+, el cual es reducido en 

presencia de sustancias antioxidantes, es decir, sustancias con la capacidad de 

interactuar con radicales libres (Skotti et al., 2014). El compuesto ABTS absorbe a 

734 nm y, entre mayor es la capacidad antioxidante de los materiales, menor es la 

absorbancia obtenida.  

 

Al evaluar la capacidad antioxidante de los materiales, se confirma que, el material 

alginato-PEGMA (blanco) no posee actividad antioxidante, por lo tanto, la actividad 

mostrada en las diferentes condiciones (Fig. 9) se atribuyen a los compuestos ZnO 

y M. oleifera (M.O) incorporados. La actividad antioxidante del material con ZnO 

corresponde a 5.14 nm TEAC por mg de andamio, siendo muy inferior a la 

capacidad antioxidante de los materiales con M.O, con 39.2 y 30.4 nm TEAC /mg 

de andamio, para M.O y M.O-ZnO, respectivamente. Estos resultados podrían 

deberse tanto a los compuestos fenólicos del extracto de M.O, los cuales se han 

reportado su relación con la actividad antioxidante (Skotti et al., 2014), como con el 

extracto utilizado para la síntesis de las NPs de ZnO, que no contienen compuestos 

con alta actividad antioxidante ya que estudios previos demuestran que la capacidad 

antioxidante de las NPs de ZnO biogénicas se relaciona con el tipo de extracto 

utilizado para su síntesis (Kumar et al., 2014). Por otro lado, en la combinación 

alginato-ZnO-M.O (Fig. 9), se observa una disminución en la actividad antioxidante, 

comparándolo con la actividad del material alginato-M.O, donde se esperaría que la 

capacidad antioxidante fuera mayor a esta, dado que ambos compuestos bioactivos 

poseen actividad antioxidante. Estos resultados sugieren, que la interacción entre 

ZnO y M.O interfiere en la actividad antioxidante del material, disminuyéndola.    

 
Los radicales funcionan como moléculas señalizadoras pero, el exceso de estos en 

una herida puede causar daño tisular, fase inflamatoria extendida y, disminución de 
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la producción de colágeno y fibroblastos. De manera que, al añadir un agente 

antioxidante se puede proteger el colágeno y los glucosaminoglicanos de la 

oxidación, lo que acelera el cierre de la herida (Ali, et al. 2016; Sen 2008). 

La capacidad antioxidante del material se relaciona con la capacidad para eliminar 

esos radicales libres tóxicos (especies reactivas de oxígeno), terminando así con el 

daño oxidativo en las células. Por lo tanto, con base en los resultados, la capacidad 

antioxidante de nuestros materiales, podrían reducir los niveles de radicales libres 

(ROS) en el medio, mejorando el proceso de cicatrización de una herida.  
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Fig. 9. Actividad antioxidante de los materiales compuestos.  
Alginato-Ca-PEGMA (blanco), ZnO=alginato-PEGMA-ZnO, M.O=alginato-PEGMA-M. 
oleifera, M.O-ZnO=alginato-PEGMA-M. oleifera–ZnO. Las barras de verticales representan 
la desviación estándar de las medias (n=4 /grupo). 

 

La medición de la actividad anti-inflamatoria de los materiales, se realizó por medio 

del ensayo de remoción de óxido nítrico (NO), debido a que el NO es una molécula 

señalizadora, presente en condiciones de inflamación excesiva. El exceso de NO al 

reaccionar con oxígeno puede formar especies nitrógeno altamente reactivas, 

generando daño celular (Pardau et al., 2017). En este ensayo, los materiales 

compuestos, se colocaron con nitroprusiato de sodio (SNP), que es un donador de 
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NO, el cual al reaccionar con reactivo de Griess, forma un complejo de color rosado, 

que en presencia de un removedor de NO (materiales compuestos), la formación 

del complejo se interrumpe. Por lo tanto, la disminución de la absorbancia a 540 nm, 

se refleja como la capacidad de remoción de NO de los materiales, así como la 

actividad anti-inflamatoria.  

 

En el ensayo de remoción de NO de los materiales compuestos, todas las muestras 

mostraron un porcentaje de remoción de NO (Fig. 10), lo que nos indica que todos 

los materiales poseen actividad anti-inflamatoria, dado que, la actividad anti-

inflamatoria está relacionada con la remoción de NO en el medio, el cual actúa como 

mediador y regulador en la respuesta inflamatoria. La actividad de 8.5% que 

muestra el blanco (alginato-PEGMA), puede deberse a la incorporación del PEGMA 

en la matriz, ya que se han reportado en trabajos anteriores (Ackland et al., 2010), 

propiedades anti-inflamatorias para el polietilenglicol (PEG). Para el resto de los 

materiales, la actividad anti-inflamatoria es proporcionada por la matriz y la 

incorporación de los compuestos bioactivos ZnO y M. oleifera.  

 

La cantidad de NO que remueve el material con 5 mg de ZnO es baja, tomando en 

cuenta que la matriz sola posee 8.5%. Por otro lado, al incorporar 1% (m/v) de M.O 

en el material, se incrementa el porcentaje hasta un 62.5%. Del mismo modo, la 

capacidad de remoción que brinda el ZnO no fue significativa, debido a que el 

porcentaje del material M.O-ZnO es mayor que el material solo con M.O, con un 

porcentaje de remoción de 62.5% y 57.1% respectivamente (Fig. 10). Por lo tanto, 

es la incorporación del extracto M.O el que proporciona la mayor capacidad de 

remoción de NO al material.  
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Fig. 10. Porcentaje de remoción de NO en el medio. alginato-Ca-PEGMA. PEGMA= 
Alginato-Ca-PEGMA, ZnO= Alginato-Ca-PEGMA-ZnO, M.O = Alginato-Ca-PEGMA-M. 
oleifera, M.O-ZnO= Alginato-Ca-PEGMA-M.O-ZnO. Las barras verticales representan las 
desviaciones estándar de las medias (n=4/ grupo). 

 

La remoción de NO de los materiales observada en este estudio, podría ser 

beneficiosa para proteger los tejidos contra el daño oxidativo, modulando la 

respuesta inflamatoria, mejorando el proceso de cicatrización de la herida.  

 
 

Liberación de los compuestos bioactivos ZnO y M. oleifera 

 

La liberación de ZnO y M.O de los materiales compuestos, se evaluó para 

determinar la rapidez de liberación de los compuestos bioactivos en medio acuoso. 

Como se muestra en la Fig. 11, para ningún intervalo de tiempo, se detectó ZnO en 

el medio, inclusive después de un periodo de 180 min. Esto proporciona evidencia 

de una posible interacción entre el ZnO y la matriz de alginato-PEGMA, al no 

liberarse ZnO tan fácilmente al medio acuoso. Tal interacción, podría interferir en 

las propiedades del material, al impedir la liberación del ZnO. Sin embargo, se 

esperaría que este compuesto se libere al degradarse la matriz alginato-PEGMA. 

 

De acuerdo a un trabajo anterior (Ui-Islam et al., 2013), se reportó la liberación del 
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zinc (Zn+2) de ciertos materiales donde las NPs de ZnO, se incorporaron y 

dispersaron en la solución del material. La liberación se midió cada 24 h durante 

siete días, de tal forma que, para nuestros materiales, sería razonable evaluar la 

liberación del ZnO en un periodo de tiempo mayor, para lograr determinar la 

cantidad de ZnO liberada en el medio. 

 

Por otro lado, los materiales con M. oleifera si liberaron el extracto, hasta los 90 min 

de ensayo (Fig. 11). En los primeros 15 min, se liberó más del 30% de M.O en 

ambos materiales. En los 30 min, el material que solo contiene M.O, liberó mayor 

cantidad de extracto que el de M.O-ZnO, lo que nos indica que el ZnO podría estar 

interfiriendo en la liberación de la M.O, al interaccionar con el extracto. Esa 

tendencia se mantuvo hasta los 90 min de ensayo, ya que la mayor cantidad de M.O 

liberada, se presentó en el material que no contiene ZnO.   

 

Después de 2h de liberación, no hubo incremento en el porcentaje. De modo que, 

a los 90 min, se obtuvo una liberación total en los materiales M.O y M.O-ZnO, que 

corresponde a un 65% y 50% respectivamente, lo que coincide con lo reportado en 

un trabajo anterior (Rubio-Elizalde et al., 2019).   
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Fig. 11. Porcentaje de liberación de los compuestos bioactivos incorporados en la 

matriz alginato-Ca-PEGMA. PEGMA= alginato-Ca-PEGMA, ZnO= alginato-Ca-PEGMA-

ZnO, M.O= alginato-Ca-PEGMA-M. oleifera, M.O-ZnO= alginato-Ca-PEGMA-M.O-ZnO. 

Las barras verticales representan las desviaciones estándar de las medias (n=3). 

 
 

Actividad antimicrobiana del material compuesto ZnO – M. oleifera 

 

La actividad antimicrobiana de los materiales compuestos se evaluó contra las 

cepas Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa y Klebsiella pneumoniae como 

gram negativas e incluyendo a Bacillus subtilis como una gram positiva.  

 

Los andamios alginato-Ca-PEGMA (blanco), y alginato-ZnO no mostraron actividad 

contra ninguna cepa evaluada (Fig. 12). El resultado si es preciso para el andamio 

blanco, ya que por sí solo, se conoce que el material no tiene ningún efecto 

reportado (Rubio-Elizalde et al., 2019). Por otro lado, se esperaba que al incorporar 

el ZnO al material, éste, mostrara efecto antimicrobiano contra las bacterias 

evaluadas, puesto que, estudios anteriores (Khalid et.al., 2017; Raguvaran et al., 

2017; Khan et al., 2018) reportan que, las nanopartículas de ZnO presentan 

actividad antimicrobiana contra un amplio rango de bacterias, incluyendo las cepas 

analizadas en este ensayo. Asimismo, se esperaba que las NPs de ZnO 

complementaran el material, brindando actividad antimicrobiana contra E. coli, dado 
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que, el extracto M. oleifera carece de efecto antimicrobiano para esta bacteria. Sin 

embargo, en estudios anteriores (Kumar et al., 2014; Rajakumar et al., 2018) se ha 

demostrado que, las propiedades de las NPs de ZnO biogénicas, está relacionada 

con el tipo de extracto utilizado como agente reductor, de manera que, la ausencia 

de actividad antimicrobiana de las NPs de ZnO biogénicas, se puede atribuir a las 

propiedades del hueso de aguacate utilizado como agente reductor.   

 

Los resultados positivos fueron contra las bacterias K. pneumoniae y B. subtilis (Fig. 

12, C y D), donde únicamente los materiales M.O y M.O-ZnO mostraron actividad 

antimicrobiana. La actividad que presenta el material M.O-ZnO, se atribuye 

totalmente al extracto M. oleifera incorporado, en vista de que el material de ZnO 

carece de actividad. Las zonas de inhibición contra K. pneumoniae de M.O y M.O-

ZnO fueron alrededor de 20.6 y 19.6 mm respectivamente, En B. subtilis fueron 

alrededor de 23.6 y 22 para cada material, siendo ligeramente mayor la actividad 

antimicrobiana del material solo con M.O para ambas cepas. Esta disminución de 

actividad en el material de M.O-ZnO, también se observó, en resultados de otros 

ensayos, como antioxidante y anti-inflamatorio.  

 

Debido a que el andamio que contiene únicamente ZnO, no presentó actividad 

antimicrobiana, a pesar de utilizar una concentración alta de ZnO se consideró que 

las NPs de ZnO sintetizadas a partir de hueso de aguacate, no contenían actividad 

antimicrobiana, al menos bajo las condiciones evaluadas en el ensayo. Sin 

embargo, con el ensayo de liberación de los compuestos bioactivos (Fig. 11), se 

observó que, el ZnO no se libera en medio acuoso, ya que ninguna alícuota de 

liberación mostró presencia de ZnO en un tiempo total de 180 min. Por lo tanto, la 

escasa liberación de ZnO, podría estar relacionada con la falta de actividad 

antimicrobiana de los materiales con ZnO, esto, a causa de una posible interacción 

entre el ZnO y la matriz de alginato, lo que impediría su liberación e interacción con 

el medio de cultivo.  
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Con base en lo anterior, es necesario modificar la síntesis de las NPs de ZnO y 

encontrar las mejores condiciones para su aplicación como compuesto bioactivo en 

andamios para cicatrización de heridas.  

 

Ensayo de inhibición de colagenasa de los compuestos bioactivos ZnO y M.O 

 

Se evaluó la capacidad de inhibición de los compuestos ZnO y M.O, contra la 

actividad de la colagenasa, debido a, que la colagenasa al ser parte de la familia de 

las metaloproteinasas, está presente en las etapas de remodelación del tejido en 

una herida. En un ambiente de estrés oxidativo o de inflamación, hay un aumento 

en los niveles de metaloproteinasas en el medio, impidiendo la formación del nuevo 

tejido (Wittenaver et al., 2015).  El ensayo se realizó con las alícuotas de liberación 

de ZnO y M.O en el material. Como se observa en la Fig. 13, el extracto de M.O fue 

la única muestra que tuvo actividad contra la enzima, sin embargo, la muestra M.O-

ZnO no mostró actividad, aun cuando está reportado que el ZnO también posee 

actividad de inhibición contra las metaloproteasas (Toledano et al., 2012). En base 

a esto y como se mostró en otros resultados de este trabajo, al incorporar ZnO con 

M.O, este podría estar interaccionando con los compuestos del extracto, 

modificando sus propiedades de manera negativa.  

 

La ausencia en la actividad del ZnO contra la enzima, podría atribuirse a que no hay 

ZnO en la muestra analizada, ya que se encontró en los ensayos anteriores que el 

ZnO no se libera en el medio.   
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Fig. 12. Actividad antimicrobiana de los materiales compuestos por método de 

difusión en agar. Utilizando apósito comercial alginato-Ag como control positivo (C+), 

alginato-Ca-PEGMA (blanco), ZnO= alginato-Ca-PEGMA-ZnO, M.O= alginato-Ca-PEGMA 

-M. oleifera, M.O-ZnO= alginato-Ca-PEGMA-M.oleifera–ZnO. Diámetro de zonas de 

inhibición. Ensayo contra P. aureginosa (A, A’). E. coli. (B, B’) K. pneumoniae. (C, C’) 

Actividad contra B. subtilis (D, D’). Las barras verticales representan la desviación estándar 

de las medias (n=3). 
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Fig. 13. Ensayo de inhibición de la colagenasa de los materiales compuestos. 

ZnO=Alginato-ZnO, M.O= alginato-M. oleífera, M.O-ZnO= alginato-M. oleífera-ZnO. La 

barra vertical representa la desviación estándar de las medias (n=3). 

 

 

Absorción de agua del material compuesto 

 

Se evaluó la absorción de agua de los materiales compuestos, debido a que es una 

característica importante de los andamios, porque se relaciona con la capacidad de 

los materiales, para absorber los exudados de una herida.  

 

En todos los materiales compuestos, se observó una disminución en el porcentaje 

de absorción de agua conforme aumentaba el tiempo. El mayor porcentaje de 

absorción lo tiene el material Alg-ZnO con 1097% (Fig. 14), mientras que los dos 

materiales con M.O (Alg-M.O, Alg-M.O-ZnO) contienen 717 y 782% 

respectivamente. Eso puede deberse, a una disminución de masa en el material, 

por la liberación del extracto de M.O, como, por la degradación propia del material, 

ya que la estructura de los materiales con M.O mostró ser menos resistente 

comparado con el material Alg-ZnO. El blanco (alginato-Ca-PEGMA) presentó 

ligeramente menor capacidad de absorción de agua, con respecto al material con 

ZnO, siendo 1020%. El blanco mostró un porcentaje similar comparado con un 

mismo material de Alginato-Ca (1515 % de absorción de agua) de un trabajo anterior 

(Rubio-Elizalde et al., 2019). 
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Fig. 14. Ensayo de absorción de agua de los materiales compuestos. Las barras 

verticales representan las desviaciones estándar de las medias (n=3). 
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CONCLUSIONES 
 

Las nanopartículas de ZnO (NPs de ZnO) sintetizadas de hueso de aguacate, 

contienen propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, pero carecen de actividad 

antimicrobiana bajo las condiciones evaluadas en este trabajo. 

 

La incorporación de ZnO en la matriz de alginato-Ca-PEGMA, no modificó la 

microestructura porosa del material. Sin embargo, al combinar ZnO con M. oleifera 

en el material, se modifica la estructura, haciéndolo quebradizo.   

 

Las NPs de ZnO no se liberaron de la matriz alginato-Ca, a causa de una posible 

interacción entre el ion Zn+2 y la estructura del alginato. Mientras que, la liberación 

del extracto M.O ocurre rápidamente al ser un extracto acuoso.   

 

La adición del extracto M.O en los materiales, proporcionó la mayor actividad 

antioxidante, anti-inflamatoria (remoción de NO) y antimicrobiana contra K. 

pneumoniae y B. subtilis. Propiedades que se atribuyen a los compuestos 

fitoquímicos del extracto.  

 

Al combinar NPs de ZnO biogénicas y M.O en la matriz alginato-Ca, hay un efecto 

negativo en las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias del material, 

disminuyendo, lo que puede atribuirse a, que el ZnO interactúa con los compuestos  

del extracto M.O, interfiriendo en sus propiedades.  

 

 

 

 

 



40 
 

RECOMENDACIONES 

 

• Analizar nuevas condiciones para la incorporación de las NPs de ZnO, para 

obtener la liberación del compuesto en el medio. 

 

• Realizar más caracterizaciones al material alginato-Ca-ZnO-M.O para 

conocer la posible interacción entre los compuestos bioactivos.   

 

• Evaluar diferentes concentraciones de ZnO y M.O para lograr una estructura 

adecuada del material. 

 

• Considerar otros compuestos bioactivos, que promuevan la actividad 

antimicrobiana del material.  
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ANEXO 1 

 

Síntesis de nanopartículas de ZnO  
 

Para la síntesis del material se utiliza extracto natural de hueso de aguacate, donde 

se prepara una solución de 50 ml al 2% (m/v), se coloca en agitación por una hora 

a temperatura de 60 °C, después de esto se filtran en papel Whatman número 4 

(20-25 µm). Al extracto obtenido se les añaden 2g de nitrato de zinc, se deja en 

parrila de agitación por 1 h. La solución se coloca a baño maría previamente 

preparado a una temperatura de 60 °C por un tiempo de 15 horas para la eliminación 

de agua. Las muestras son calcinadas a 400 °C por 1 hora.  

 

Caracterización de ZnO biogénicas 
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