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RESUMEN
De la tesis de Daniela Guadalupe Castro Bertin, presentada como requisito para la
obtencion del titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California, Mayo 2019.

DESARROLLO DE ANDAMIOS BIOACTIVOS A PARTIR DE NANOMATERIALES
OBTENIDOS POR METODOS ECO-AMIGABLES
Resumen aprobado por:

4@% ¢
_ g
Dra. Ana Bertha Castro Cesefia Dr. Priscy Alfredo Luque Morales

Director Codirector

En el presente trabajo, se desarrollaron andamios bioactivos a base de un biopolimero,
alginato de calcio, incorporando metil éter metacrilato de polietilenglicol (PEGMA),
nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) biogénicas y extracto de Moringa oleifera, para
su aplicaciéon como andamio en cicatrizacién de heridas. El analisis mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) mostré andamios porosos con un tamano de
poro entre 50 - 150 nm. La incorporacién de nanoparticulas de ZnO (5 mg por andamio)
proporcioné a los apoésitos capacidad antioxidante, un 22% de inhibicion de la
oxidacién. Todos los andamios mostraron actividad anti-inflamatoria, relacionada con
la remociéon de 6xido nitrico (NO) en el medio. Los materiales compuestos alginato-
PEGMA-M.0O -ZnO mostraron actividad antimicrobiana contra K. pneumoniae y B.
subtilis, después de la incorporacién de 5 mg de ZnO y 6 mg de M. oleifera por andamio.
En este trabajo se desarrollaron materiales porosos con actividad antimicrobiana,
antioxidante y anti-inflamatoria. Basado en lo anterior, los materiales obtenidos,
pueden ser una buena opcién para su aplicacién en cicatrizacion de heridas.

Palabras clave: alginato, andamio, M. oleifera, nanoparticulas de 6xido de zinc
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INTRODUCCION

Una herida puede ser un dafo interno o externo, el cual se produce al golpear o
cortar algun un tejido, como la piel, por ejemplo. Cuando se produce una herida
sobre la piel, el tejido queda expuesto a diversos patdgenos que pueden causar
infeccion y alterar el proceso de cicatrizacion (Dunnill et al., 2015).
Las heridas pueden clasificarse como agudas o cronicas, de acuerdo al tiempo de
cicatrizacion 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 cicatrizacion (coagulacion,
inflamacion, produccion de matriz extracelular y remodelacion de tejido). Mientras
que, una herida cronica se define cuando no ocurren normalmente las fases de
cicatrizacion debido a una prolongacion en la inflamacion, retrasando la

cicatrizacion de la herida por meses o incluso afios (Frykberg y Banks, 2015).

Los tratamientos tradicionales como gasas o algodén, no promueven de manera
significativa el proceso de cicatrizacion de heridas crénicas, donde las fases de
cicatrizacion son prolongadas (Khorasani et al., 2018). Actualmente, los andamios
son una alternativa para facilitar el proceso de cicatrizacion. Un andamio es una
estructura tridimensional de un determinado material, que provee soporte y actla
como barrera fisica para la proteccion de una herida (O’Brien y Fergal 2011; Rubio-
Elizalde et al., 2019). Para la fabricacion de andamios, se buscan materiales que
presenten propiedades que promuevan el proceso de cicatrizacion. Una de las
caracteristicas mas 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 aplicacion como andamios, donde
la eleccion del mismo dependera de las caracteristicas propias de la herida a tratar.
Los materiales sintetizados a partir de fuentes naturales, como plantas, son
conocidos como biopolimeros. El alginato es un biopolimero, que posee alta
biocompatibilidad y biodegradabilidad, asi como propiedades hemostéticas,
haciéndolo un material apropiado para su aplicacion en cicatrizaciéon de heridas
(Cheng et al., 2017).



Para mejorar el efecto de un andamio, pueden incorporarse compuestos con
bioactividad, la cual promueva y mejore el proceso cicatrizacion (Mayet et al., 2014).
Se ha encontrado que extractos de plantas poseen compuestos quimicos 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 promocién de la proliferacion de fibroblastos (Rubio-Elizalde et
al., 2019). Esas propiedades se atribuyen a los compuestos fendlicos y flavonoides

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

Recientemente, las nanoparticulas de 6éxidos metalicos tienen gran importancia
debido a potenciales aplicaciones en diversas areas. En particular, Las
nanoparticulas 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 caracterizacién de andamios a
base de alginato-M. oleifera y nanoparticulas de ZnO para su aplicacion en

cicatrizacion de heridas.



MARCO TEORICO

Cicatrizacion de heridas

El proceso de cicatrizacion consiste en cuatro etapas altamente integradas:

hemostasis, inflamacion, proliferacion y remodelamiento del tejido. Las fases deben

ocurrir en la secuencia adecuada y en un tiempo especifico 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 constriccion vascular

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

infiltracion secuencial de neutrofilos, macréfagos, y linfocitos, dando inicio a la

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

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

2005.

Fase

Eventos celulares y fisioldgicos

Hemostasis

Inflamacion

Proliferacion

Remodelado

Constriccion vascular, agregacion plaquetaria, desgranulacion
Formacion de coagulo de fibrina.

Reclutamiento de células, infiltracién de neutréfilos y monocitos y
diferenciacion de macréfagos

Inicio de la re-epitelizacion,
Angiogénesis,

Sintesis de colageno

Formacién de matriz extracelular (MEC)

Depésito de colageno en herida
Maduracién vascular
Formacion de cicatriz




Muchos factores pueden interferir en las fases del proceso de cicatrizacion,
provocando que el tejido no se repare. Los factores que influyen en el proceso,
pueden ser locales o sistémicos. Los factores locales como la oxigenacion, infeccion
e insuficiencia venosa afectan directamente en las caracteristicas de la herida.
Mientras que los factores sistémicos, se relacionan con el estado de salud del
paciente, que influye en el proceso de cicatrizacion de heridas (Guo y DiPietro,
2010). La prolongacion en el proceso, puede provocar una cicatrizacion tardia o una
herida cronica que no cicatriza, lo cual, generalmente ocurre en condiciones
patologicas como la diabetes o insuficiencia venosa, ocasionando heridas crénicas,
donde se ve obstaculizada la cicatrizacion, provocando Ulceras y contaminaciones
fisiolégicas graves (Mayet et al., 2014). Las heridas cronicas comparten
caracteristicas y comportamientos comunes, como inflamacion prolongada, exceso
en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), de

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

La falla en el proceso de cicatrizacion de heridas cronicas 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 crénico. (Eming et al., 2014).

Si los niveles de las proteasas exceden a sus inhibidores, existe una degradacion
de los componentes de la matriz y de los factores de crecimiento requeridos para la
formacion de la matriz extracelular (MEC), atrayendo un mayor namero de células
inflamatorias, prolongando asi, el ciclo de inflamacién en la herida (MCcarthy y
Percival, 2013).

Las células del sistema inmunoldgico producen ROS, como defensa contra diversos
microorganismos, sin embargo, en heridas crénicas la produccion de ROS
incrementa, excediendo los niveles éptimos y provocando estrés oxidativo, lo que
genera un dafio celular y deterioro en la cicatrizacién de la herida (Dunhill et al.,
2015).

Las concentraciones téxicas de ROS y la presencia de colonias bacterianas

productoras de biopeliculas en la herida, son considerados factores importantes en
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el desarrollo de las heridas crénicas (Dhall et al., 2014). Sin embargo, una infeccion
microbiana, puede ser otro factor que contribuya a la prolongacion de la cicatrizacion
de una herida y volverla crénica, por la produccion continua de mediadores
inflamatorios, reduccién de fibroblastos y competencia con las células por los
nutrientes y el oxigeno (Shreml et al., 2010). Por lo tanto, los niveles de ROS, deben
estar en equilibrio para que actie como agentes antimicrobianos y como moléculas
de sefalizacion, ayudando a eliminar microorganismos presentes en la herida
(Eming et al., 2014).

Andamios

Los andamios son estructuras tridimensionales que proveen soporte para la
formacion de un nuevo tejido, cubren la herida, y actian como barrera fisica contra
infecciones externas, ademas son una alternativa para promover la cicatrizacion de
heridas. Diversos materiales son utilizados para la preparacién de andamios, su uso
depende de la funcién a llevar a cabo, asi como del tipo de herida. Los materiales a
utilizarse, deben presentar caracteristicas imprescindibles, como biodegradabilidad,
biocompatibilidad, no toxicidad, y propiedades mecéanicas que lo hagan apto para

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

Asimismo, la composicion y las propiedades del andamio, juegan una funcion
importante en la modificacion del microentorno de la herida, donde por medio de su
estructura tridimensional pueden facilitar la union, proliferacién y diferenciacion
celular (Zhong et al., 2010).

Gelatina

La gelatina es un producto de la hidrolisis parcial del colageno, la cual se caracteriza
por ser biocompatible, no inmunogénica y biodegradable. La gelatina puede formar
estructuras tridimensionales porosas que proporcionan sitios de adhesion celular,
por ello, ha sido ampliamente utilizada como apésito en cicatrizaciébn de heridas

(Yang et al., 2018). Ademas, la aplicacion de la gelatina como andamio para las
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heridas ha mostrado mejorar la union celular, permitiendo la conexion y sefializacion
celular (Kim et al., 2014). Sin embargo, la alta solubilidad de la gelatina en medio
acuoso presenta una desventaja para su aplicacion como biomaterial, de manera
qgue los materiales de gelatina se entrecruzan para mejorar su estabilidad y sus
propiedades mecénicas que permitan su aplicacion como andamios (Yeh et al.,
2012).

Alginato

El alginato es un polimero aniénico que comunmente 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 adicién de cationes divalentes, como
el calcio, (Ca 2*). El alginato es un polimero 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 blogues de residuos alternos de &cido gulurénico (G) y
manurénico (M) unidos (Koga et al., 2018). Los blogues se componen de residuos
G consecutivos, residuos M consecutivos y residuos M y G alternos (Fig. 1). Los
alginatos extraidos de diferentes fuentes difieren en el contenido de M y G (Qin,
2007).

Solo los bloques G del alginato interacttan con los cationes divalentes, por ejemplo,
Ca 2* para formar hidrogeles (Fig. 2) La composicion (M/G), la longitud del blogue
G, son factores que afectan las propiedades fisicas del alginato y los hidrogeles que

puedan formar (George y Abraham, 2006).
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El uso de alginato en apdsitos, se debe a su capacidad para la formacién de geles
al absorber los exudados de la herida, limitando las secreciones de la herida lo que

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

Nanoparticulas de ZnO

El 6xido de zinc (ZnO) es un material inorganico, que tiene propiedades fisicas y
quimicas que permiten su aplicacion en diversas areas. Las propiedades del ZnO
se pueden modificar al reducir su tamafio a la escala nanométrica, ya que las
nanoparticulas de ZnO (NPs de ZnO) muestran propiedades fisicas, quimicas y
estructurales diferentes (Ahmed, et al., 2017). Por ejemplo, cuando el tamafio de la
particula 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, ademas, amplias aplicaciones en biomedicina debido
a su biocompatibilidad y sus propiedades antibacterianas, antifingicas y anti-
inflamatorias, y por lo tanto, como agente para promover la cicatrizacion 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 esta relacionada con el tamafio de particula,
es decir, a menores tamafos de particula, 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 disrupcion de la membrana celular, asi como el
estrés oxidativo inducido por la produccion de ROS. Sin embargo, las NPs también
pueden iniciar una cascada de eventos como la inhibicibn de enzimas, la
interrupcién de la formacién de biopeliculas y la desnaturalizacion de proteinas en

las bacterias (Happy et al., 2018).



Por otro lado, se ha demostrado su capacidad de re-epitelizacion, al liberar el ion
Zn*?2 en la superficie de la herida produciendo un aumento de los queratinocitos en

el medio y promoviendo la cicatrizacion (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 farmacoldgicas (Chumark et al.,
2008).

Las hojas de M. oleifera contienen altos niveles de vitaminas, minerales y
fitoquimicos, carotenoides, aminoacidos, esteroles, glucésidos, 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 cicatrizacion 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, absorcién de agua,
liberacion de los extractos, viabilidad celular, actividad anti-inflamatoria vy
antimicrobiana. Obtuvieron dos materiales porosos alginato-A.V-M.O 2%(m/v) y
alginato-A.V-M.01%(m/v), donde variaron la proporcion de M. oleifera. El extracto
de A. vera contribuyé a aumentar la capacidad de absorcion de agua, mientras que
la M. oleifera proporcioné capacidad antioxidante, mejord las propiedades anti-
inflamatorias del material y aportd al material alginato-PEGMA actividad
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antimicrobiana contra S. aureus. Sin embargo el material alginato-PEGMA-A.V-M.O
no mostré actividad antimicrobiana contra E. coli. Las propiedades antimicrobianas

las atribuyeron a la incorporacion 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 encapsulacion y liberacion de las NPs, la
absorcion 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 pg/ml- 1000

pg/ml.

Mohandas et al. (2015), prepararon un material poroso de alginato-quitosano/NPs
ZnO y evaluaron su porosidad, capacidad hemostética, 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 afectd por la incorporacién 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 apésito de celulosa y NPs de ZnO para heridas
por quemaduras. Incorporaron el apésito en una solucién de NPs de ZnO (1%) y
midieron la actividad antimicrobiana del material por el método difusién en agar,
contra las bacterias E. coli, Citrobacter freundii, S. aureus y Pseudomonas
aureginosa. El apésito mostré 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 solucion 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 concentracion

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 solucion de NPs ZnO que la
actividad del material SAGA-ZnO, en un intervalo de concentraciones de 1.25 - 10
mg/ml. La citotoxicidad disminuyé conforme bajaba la concentracion de ZnO en el

material.

Gong et al. (2019) sintetizaron una pelicula de alginato-quitosano y nanoparticulas
de ZnO para promover la cicatrizacién. Los autores incorporaron las NPs de ZnO
por sus propiedades antimicrobianas ya reportadas anteriormente. Por XRD,
lograron observar la presencia de ZnO en la pelicula. EI ZnO fue incorporado en
solucion a 1 mg/ml, a la mezcla de alginato-quitosano. La pelicula se formo secando
por 12 h la solucion en el molde. La actividad antimicrobiana se realiz6 contra S.
aureus y E. coli. El ZnO mostr6 Unicamente actividad contra S. aureus, mientras que
el material alginato-quitosano mostro6 actividad contra ambas bacterias. Midieron la
biocompatibilidad del material compuesto con células madre mesenquimales. El
material obtenido no presento 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 biopolimeros donde se han incorporado nanoparticulas de ZnO con potencial
aplicacion como apdsitos en heridas infectadas, asi como extractos de plantas que
promuevan la cicatrizacion 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 nanoparticulas de ZnO, por ejemplo, su efecto

antioxidante y anti-inflamatorio que podrian promover la cicatrizacion de una herida.
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Asimismo, la adicion de un extracto acuoso como M. oleifera podria proporcionar
otras propiedades como sitios de adhesion y aumento de la proliferacion celular,

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

De acuerdo a las caracteristicas reportadas de las nanoparticulas de ZnO, el ZnO
incrementara la capacidad antimicrobiana del material compuesto obtenido contra
diferentes bacterias, E.coli, P.aureginosa, K. pnemoniae y B. subtilis, mientras que
la M. oleifera proporcionara propiedades que promueven el proceso de cicatrizacion
de heridas. Por lo tanto, el sistema biopolimero-M. oleifera-ZnO, poseera
propiedades que lo haran adecuado para su aplicacion como andamio para

cicatrizacion de heridas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

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

aplicacion en cicatrizacion de heridas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar el ZnO en términos de su actividad antioxidante y anti-
inflamatoria.

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

e Evaluar la microestructura de los andamios por microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés).

e Determinar la capacidad de absorcién de agua del material compuesto.

e Determinar la rapidez de liberacién de los compuestos bioactivos M. oleifera
y ZnO de los andamios

e Caracterizar el material compuesto biopolimero-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 METODOS

Materiales

Hojas secas de M. oleifera marca Stevia San Matrtin, sal sédica de acido alginico de
peso molecular 120,000 - 190,000 g/mol, (Sigma Aldrich, No. cat. 180947). Cloruro
de calcio (CaCl?), metil éter metacrilato de polietilenglicol (PEGMA) Mn~500 (No.
cat. 447943), gelatina de piel de porcino (tipo A), Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (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 nanoparticulas (NPs) de ZnO biogénicas, utilizando hueso de aguacate como
agente reductor, fueron proporcionadas por el grupo de investigacion del Dr. Priscy

Luque Morales (véase sintesis y caracterizacion en Anexo 1).

Preparacion del extracto acuoso de M. oleifera

Las hojas secas de M. oleifera se trituraron usando una licuadora hasta obtener un
polvo. El polvo se coloco en agua destilada a 75 °C, durante 5 min. Posteriormente
se filtr6 la suspension, utilizando un filtro de 0.2 um para obtener el extracto acuoso.
El extracto se congeld a -80 °C y se liofilizé (Rubio-elizalde, et al. 2019). El extracto

liofilizado se almacend a 4 °C hasta su uso.

Preparacién del material gelatina-ZnO

Se prepard una solucion de gelatina 0.75% (m/v) en agua destilada, en agitaciéon
constante y a una temperatura de 50 °C (Fig. 3c). Se agregaron las NPs de ZnO (5
mg/ andamio) y se disperso la solucion por medio de sonicacion por 15 min (Fig.

3d). Se colocé la solucion 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 deshidratacion térmica a 140°C por 24 h'y
80 kPa de vacio (Castro-Cesefia et al., 2016).

Para la preparacion de los materiales alginato:gelatina-ZnO (5 mg/ml) se utilizaron
diferentes proporciones de los dos polimeros: Alginato:gelatina (25:75)-Zn0O, 50:50-
ZnO, alginato:gelatina (75:25) — ZnO y alginato— ZnO (100:0) y se siguio el

procedimiento descrito anteriormente.

Preparacion del material alginato-Ca-PEGMA

Se prepar6 una solucién de alginato de sodio 3% (m/v) en agua destilada. Se le
afadio PEGMA 0.75% (v/v) como plastificante. La solucion de alginato-PEGMA se
entrecruzé con CaCl: 1.5 % (m/v), afiadiéndolo 1:1 (alginato-PEGMA:CaClz) y
mezclando con un homogenizador manual, obteniendo una solucién 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 liofilizacion durante 24 h (Rubio-Elizalde et al., 2019).

Incorporacion 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 concentracion del extracto de M. oleifera se eligié 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 concentracion de ZnO, se determino
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).
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Ambos compuestos (M. O 1% (m/v) y ZnO 5mg/andamio) se agregaron a la solucion
ya entrecruzada Ca-alginato-PEGMA (Fig. 3c). Posteriormente, se dispersaron las
NPs de ZnO en la solucion Ca-alginato-PEGMA-M.0O-ZnO por medio de sonicacion
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).

Andamio poroso:
biopolimero-Zn0O-M.O

Sintesis Zno

l s - 50°C f#m
|

Nanoparticulas ZnO -l_l

Liofilizacién

|
b ‘_, ‘ 1

AR — | f )
! A
P Ve Biopolimero- ZnO - ¥l
k4 Zno Moleifera Congelamiento a-
Extracto 4y-80°C
M.oleifera | / d l
\ </ - e I
y P ~ ."i-“ —
- N
Alginato-Ca —_— 'Y X W W A
PEGMA o '
Dispersion Transferir a los moldes

Fig. 3. Diagrama de proceso de fabricacion de materiales compuestos alginato-Ca-
PEGMA-ZnO-M.O y gelatina - ZnO. Sintesis de NPs de ZnO (a). Incorporacién de
compuestos bioactivos (b, c¢). Dispersion de NPs de ZnO en solucién (d). Enmoldamiento
(e). Congelamiento y liofilizacién (), apésito poroso (g).

Determinacién de la microestructura de los andamios

La microestructura de los materiales se analiz6 por medio de microscopia
electrénica de barrido (SEM) EVO/MA15 ZEISS, usando un voltaje de 15 kV, bajo

condiciones de presion 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 verificé la incorporacion de ZnO en los
materiales mediante espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX, por

sus siglas en inglés).

Actividad antioxidante de los materiales por ABTS «*

Se realiz6 el ensayo ABTS (Re, et al. 1999) para determinar la capacidad
antioxidante de los materiales. Modificando la metodologia anterior, el radical
ABTS*, se disolvio en agua destilada. Primeramente, los andamios se cortaron en
8 pedazos y se sumergieron en 1800 pl de ABTS", las soluciones se sonicaron por
4 min y se centrifugaron a 12,000 rpm por 2 min para un tiempo total de incubacion
de 6 min. Se tomaron 200 pl 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 calculé por medio del porcentaje de inhibicion de la

absorbancia utilizando la siguiente férmula:

Abs — Abs
Inhibicion de la oxidacion (%) = wnzzls muestra | x 100
control

Donde: AbScontror Y AbSmuestra SON valores de la absorbancia del control y la
muestra a los 6 minutos respectivamente. Abs.,n:ro1 COrresponde a la solucion
ABTS" con 600 pl de agua destilada.

Se obtuvo una curva estandar, usando una solucién de Trolox (0-100 mol/ml) en
etanol absoluto. El porcentaje de inhibicion de los materiales, se compar6 con el
estdndar 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 remocién de 6xido nitrico) de los
materiales compuestos

La actividad anti-inflamatoria de los materiales se determiné por medio de la
capacidad de los materiales para remover 6xido nitrico (NO), utilizando el ensayo
de nitroprusiato de sodio (SNP) (Pardau et al., 2017). Se cortaron los andamios en
8 pedazos, se sumergieron en 1800 pl de SNP (5mM) incubdndose a la luz por 60
min, se agitaron con vortex y se centrifugaron por 2 min a 12,000 rpm. Se tomo 100
ul de sobrenadante de cada muestra, se colocaron en placa de 96 pozos y se afiadio
100 pl de reactivo de Griess 1X incubando por 15 min. Se ley6 la absorbancia a 540
nm en el lector de placas Epoch. La remocion de éxido nitrico de las muestras se

calculé:

Abscontrol - Absmuestra

Remocion de NO (%) = [ Abs x 100
control

Donde: Abs.,niro1 €S la absorbancia del reactivo de Griess con SNP y

Absestrq €S la absorbancia de reactivo de Griess con la muestra.

Liberacién 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 tomo cada alicuota de
liberacién correspondiente a cada tiempo y se agregdé nuevamente agua destilada
en cada intervalo. Las alicuotas fueron almacenadas a 4°C, para posteriores
analisis. La liberacion de los compuestos bioactivos se analizé6 mediante un ensayo

de actividad antioxidante ABTS (Re, et al. 1999) con las alicuotas obtenidas.

19



Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los andamios, se realizé6 por medio del método de
difusion en agar (Collins, Lyne, y Grange, 1989), contra las bacterias E.coli, P.

aureginosa, K. pneumoniae y B.subtilis.

Siguiendo la metodologia descrita por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, 2012). Las cepas bacterianas se cultivaron en medio LB y se
resembraron para la preparacion del inéculo en medio liquido. Se midié la turbidez
a 625 nm con un espectrofotdmetro, hasta obtener una absorbancia entre 0.08-0.12,
que corresponde a 1.5 x10%8 CFU/ml. Se opté por utilizar el valor menor de
absorbancia, para evitar alta concentracion de bacterias en las placas. Los indculos
se transfirieron a frascos con 100 ml de medio para obtener una concentracion final
de 1x108 UFC / ml.

Se colocaron los materiales compuestos a las placas con medio LB y se agreg6 el
medio inoculado con las cepas respectivamente. Las placas se incubaron por 24 h
a 37°C, y posteriormente se midieron las zonas de inhibiciébn obtenidas para
determinar la actividad antimicrobiana. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Absorcion de agua de los materiales compuestos

Para medir la absorcion 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, incubandose a diferentes tiempos, 15, 30, 60, 90 y 120 min.
En cada intervalo de tiempo, se retird el exceso de agua de las muestras con un
pafiuelo, se pesaron para registrar el peso final y se afiadié6 huevamente 2 ml de
agua destilada (Rubio-Elizalde et al., 2019).

La cantidad de absorcion de agua se calcul6 con la siguiente férmula:
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./ Mt - Mo
Absorcién de agua (%) = [M—] x 100
o

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

masa inicial de la muestra (t=0).

Ensayo de inhibicion de la actividad de la colagenasa

Para la medicion de inhibicion de actividad de la colagenasa se utilizaron las
alicuotas de liberacion de los compuestos activos en el tiempo 15 min, dado que se
obtuvo el mayor porcentaje de extracto liberado. La muestra se colocé con la enzima
colagenasa de Clostridium histolyticum (ChC) en buffer TES 50 mM y se incubé a
37 °C por 20 min. Se prepar6 una solucién 2mM de sustrato N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-
Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) en el mismo buffer. El ensayo se realiz6 con 60 pL de
buffer, 30 uL de muestra y 10 ul de enzima en cada prueba incubando por 20
minutos, se agregaron 20 pL de sustrato a la mezcla. Como control negativo se
utilizé agua en lugar de sustrato. Se midio el decremento de la densidad 6ptica (OD)
a 335 nm en el lector de placas Epoch, por 20 min iniciada la reaccion. Las
velocidades se calcularon por los cambios en la absorbancia durante los primeros
10 minutos de reaccion. La actividad de inhibicion de colagenasa se calculd

utilizando la siguiente formula:

Vel.inicial .oniror — Vel.inicialyestra

Inhibicion de actividad colagenasa (%) = —
Vel.inicial .ontror

donde: Vel.inicial.,n:ro; €S la velocidad de inicial de reaccion de la colagenasa y
el sustrato (FALGPA) en ausencia del inhibidor (muestra) y Vel. inicial,estrq €S 12
velocidad inicial de reaccion 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 DISCUSION

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de nanoparticulas (NPs) de 6xido de
zinc (ZnO)

El ensayo por ABTS** es un método facil y rapido para estimar la actividad
antioxidante de una muestra. La actividad antioxidante se determina como la
capacidad de las particulas en estudio para disminuir el color del ABTS** al
reaccionar con el radical y reducirlo, el grado de decoloracién se expresa como
porcentaje de inhibicion de la oxidacion (Zare et al., 2017). Se analizé la actividad
antioxidante de las nanoparticulas 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 incrementd conforme aumenté la concentracion de ZnO.
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Fig. 4. Actividad antioxidante de ZnO en H,Od. Las barras de error representan la
desviacion estandar de las medias (n=4/grupo).
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Al evaluar concentraciones las concentraciones mas 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 concentracion, ya que a 2 mg/ml se logra ver una

disminucién en la actividad.

La capacidad antioxidante de las NPs de ZnO se puede deber a una donacién de
electrones del &tomo de oxigeno, 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 concentracion
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

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

Por otro lado, la actividad anti-inflamatoria, se midié en relaciéon a la remocion de
oxido nitrico (NO) en el medio, debido a que el NO es regulador y modulador en las

respuestas inflamatorias (Pardau et al., 2017).

La capacidad de remocién de NO de las nanoparticulas de ZnO, se determiné 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 remocién de NO en el medio y mayor
sera 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 remocién 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 H>Od relacionada con la capacidad de
remocién de NO. Las barras de verticales representan la desviacion estandar de las
medias (n=4 /grupo).

Apariencia y microestructura de los materiales compuestos por microscopia

electronica de barrido (SEM)

Se evaluaron dos polimeros diferentes, alginato y gelatina como material para
incorporar el ZnO y obtener un material compuesto adecuado, para utilizarse como
apaosito para cicatrizacion 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 observo 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 caracteristica del material, fue una ligera

reduccion de tamafio al incorporar ZnO, con un didmetro promedio de 11 mm, con
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respecto a 13 mm del material sin ZnO. Sin embargo, se descartd utilizar gelatina
como polimero, dado que las NPs de ZnO no se distribuian homogéneamente en el
material, quedando como residuo en el fondo del molde. Como alternativa, se opt6
combinar alginato y gelatina (Fig. 7) para formar los materiales compuestos,
variando la proporcion de los dos polimeros y manteniendo las concentraciones de
ZnO. Los materiales resultantes fueron diferentes segun la proporcion. En el
material alginato-gelatina (25:75)-ZnO (Fig. 7A) se produjeron dos fases en el
material, correspondientes a los dos polimeros, ademéas, se observa la
aglomeracion del ZnO en la superficie (Fig. 7A) debido a la dispersion 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 resultd ser
quebradizo y desmoronable debido a la falta de PEGMA en el material (Fig. 7D). De
manera que, la combinacién de los dos polimeros y ZnO no gener6 un material apto
para su aplicacion como andamio, utilizando las condiciones de preparacion que

aqui se mencionan.

Por ese motivo, se optd por utilizar alginato-Ca-PEGMA como material, el cual se
ha reportado ser un buen candidato como apdésito 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 mas quebradizo. Mientras que, al combinar
alginato-PEGMA-M.0-ZnO, se obtiene un material de color amarillo (Fig. 8d), lo que
puede deberse a una interaccion entre el ZnO y M.O, ya que ningln material anterior
contiene ese color. Ademas, resultd ser un material, desmoronable y mas
guebradizo, comparado con los materiales alginato-M.O y alginato-ZnO, por lo tanto,
la adicion de M.O-ZnO en esas concentraciones no permite una estructura

adecuada para su uso como andamio.
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Fig. 6. Imagenes 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. Imagenes de materiales compuestos alginato:gelatina-ZnO 5mg/ml. (A)
Alginato:gelatina (25:75)-Zn0, (B) alginato:gelatina (50:50)-Zn0O alginato:gelatina (75:25) —
ZnO (C) y alginato:gelatina (100:0) — ZnO (D).

Qg
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Fig. 8. Fotografias de materiales con los compuestos bioactivos. Alginato-PEGMA (a),
Alginato-PEGMA — ZnO (b), Alginato-PEGMA-M.O (c) y Alginato-PEGMA -M.0O-ZnO (d).
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Capacidad antioxidante y anti-inflamatoria de los materiales compuestos

La evaluacion de la actividad antioxidante de los materiales, se determiné mediante
el método de eliminacion de radicales libres ABTS. La oxidacion de ABTS con
persulfato de potasio (KPS) genera un cation 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 nmy, 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 podrian
deberse tanto a los compuestos fendlicos del extracto de M.O, los cuales se han
reportado su relacién con la actividad antioxidante (Skotti et al., 2014), como con el
extracto utilizado para la sintesis 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 sintesis (Kumar et al., 2014). Por otro lado, en la combinacién
alginato-ZnO-M.O (Fig. 9), se observa una disminucion en la actividad antioxidante,
comparandolo con la actividad del material alginato-M.O, donde se esperaria que la
capacidad antioxidante fuera mayor a esta, dado que ambos compuestos bioactivos
poseen actividad antioxidante. Estos resultados sugieren, que la interaccion entre

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

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

una herida puede causar dafio tisular, fase inflamatoria extendida y, disminucion de
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la produccién de colageno vy fibroblastos. De manera que, al afiadir un agente
antioxidante se puede proteger el colageno y los glucosaminoglicanos de la
oxidacion, 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 tdxicos (especies reactivas de oxigeno), terminando asi con el
dafio oxidativo en las células. Por lo tanto, con base en los resultados, la capacidad
antioxidante de nuestros materiales, podrian reducir los niveles de radicales libres

(ROS) en el medio, mejorando el proceso de cicatrizacion 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 desviacion estandar de las medias (n=4 /grupo).

La medicion de la actividad anti-inflamatoria de los materiales, se realizé por medio
del ensayo de remocién de 6xido nitrico (NO), debido a que el NO es una molécula
sefalizadora, presente en condiciones de inflamacion excesiva. El exceso de NO al
reaccionar con oxigeno puede formar especies nitrogeno altamente reactivas,
generando dafo 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,
gue en presencia de un removedor de NO (materiales compuestos), la formacién
del complejo se interrumpe. Por lo tanto, la disminucion de la absorbancia a 540 nm,
se refleja como la capacidad de remocion de NO de los materiales, asi como la

actividad anti-inflamatoria.

En el ensayo de remocion de NO de los materiales compuestos, todas las muestras
mostraron un porcentaje de remocién de NO (Fig. 10), lo que nos indica que todos
los materiales poseen actividad anti-inflamatoria, dado que, la actividad anti-
inflamatoria esta relacionada con la remocion de NO en el medio, el cual actia como
mediador y regulador en la respuesta inflamatoria. La actividad de 8.5% que
muestra el blanco (alginato-PEGMA), puede deberse a la incorporacion 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

incorporacion 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 remocion 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 remocion de 62.5% y 57.1% respectivamente (Fig. 10). Por lo tanto,
es la incorporacién del extracto M.O el que proporciona la mayor capacidad de
remocion de NO al material.
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Fig. 10. Porcentaje de remociéon 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 estandar de las medias (n=4/ grupo).

La remocién de NO de los materiales observada en este estudio, podria ser
beneficiosa para proteger los tejidos contra el dafio oxidativo, modulando la

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

Liberacién de los compuestos bioactivos ZnO y M. oleifera

La liberacion de ZnO y M.O de los materiales compuestos, se evalud para
determinar la rapidez de liberacion de los compuestos bioactivos en medio acuoso.
Como se muestra en la Fig. 11, para ningun intervalo de tiempo, se detecté ZnO en
el medio, inclusive después de un periodo de 180 min. Esto proporciona evidencia
de una posible interaccién entre el ZnO y la matriz de alginato-PEGMA, al no
liberarse ZnO tan facilmente al medio acuoso. Tal interaccién, podria interferir en
las propiedades del material, al impedir la liberacion del ZnO. Sin embargo, se

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

De acuerdo a un trabajo anterior (Ui-Islam et al., 2013), se reportd la liberacién del
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zinc (Zn*?) de ciertos materiales donde las NPs de ZnO, se incorporaron y
dispersaron en la solucién del material. La liberacion se midio cada 24 h durante
siete dias, de tal forma que, para nuestros materiales, seria razonable evaluar la
liberacion 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 liber6 mas del 30% de M.O en
ambos materiales. En los 30 min, el material que solo contiene M.O, liber6 mayor
cantidad de extracto que el de M.O-ZnO, lo que nos indica que el ZnO podria estar
interfiriendo en la liberacion 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 presentd en el material que no contiene ZnO.

Después de 2h de liberacién, no hubo incremento en el porcentaje. De modo que,
a los 90 min, se obtuvo una liberacion 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 liberacion 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.0O-ZnO.
Las barras verticales representan las desviaciones estandar de las medias (n=3).

Actividad antimicrobiana del material compuesto ZnO — M. oleifera

La actividad antimicrobiana de los materiales compuestos se evalué 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 si solo, se conoce que el material no tiene ningun 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 nanoparticulas 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, esta 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 Unicamente 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 inhibicion 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 disminucion de
actividad en el material de M.O-ZnO, también se observo, en resultados de otros

ensayos, como antioxidante y anti-inflamatorio.

Debido a que el andamio que contiene Unicamente ZnO, no presenté actividad
antimicrobiana, a pesar de utilizar una concentracion alta de ZnO se consider6 que
las NPs de ZnO sintetizadas a partir de hueso de aguacate, no contenian actividad
antimicrobiana, al menos bajo las condiciones evaluadas en el ensayo. Sin
embargo, con el ensayo de liberacion de los compuestos bioactivos (Fig. 11), se
observo que, el ZnO no se libera en medio acuoso, ya que ninguna alicuota de
liberacion mostré presencia de ZnO en un tiempo total de 180 min. Por lo tanto, la
escasa liberacibn de ZnO, podria estar relacionada con la falta de actividad
antimicrobiana de los materiales con ZnO, esto, a causa de una posible interaccién
entre el ZnO y la matriz de alginato, lo que impediria su liberacién e interaccion con

el medio de cultivo.
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Con base en lo anterior, es necesario modificar la sintesis de las NPs de ZnO vy
encontrar las mejores condiciones para su aplicacion como compuesto bioactivo en

andamios para cicatrizacion de heridas.

Ensayo de inhibicion de colagenasa de los compuestos bioactivos ZnOy M.O

Se evalud la capacidad de inhibicién 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, esta presente en las etapas de remodelacion del tejido en
una herida. En un ambiente de estrés oxidativo o de inflamacién, hay un aumento
en los niveles de metaloproteinasas en el medio, impidiendo la formacién del nuevo
tejido (Wittenaver et al., 2015). El ensayo se realiz6 con las alicuotas de liberaciéon
de ZnO y M.O en el material. Como se observa en la Fig. 13, el extracto de M.O fue
la Unica muestra que tuvo actividad contra la enzima, sin embargo, la muestra M.O-
ZnO no mostré actividad, aun cuando esta reportado que el ZnO también posee
actividad de inhibicion contra las metaloproteasas (Toledano et al., 2012). En base
a esto y como se mostrd en otros resultados de este trabajo, al incorporar ZnO con
M.O, este podria estar interaccionando con los compuestos del extracto,

modificando sus propiedades de manera negativa.
La ausencia en la actividad del ZnO contra la enzima, podria atribuirse a que no hay

ZnO en la muestra analizada, ya que se encontr6é 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
difusién en agar. Utilizando aposito 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. Diametro de zonas de
inhibiciéon. 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 desviacion estandar
de las medias (n=3).
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Fig. 13. Ensayo de inhibicion de la colagenasa de los materiales compuestos.
ZnO=Alginato-ZnO, M.O= alginato-M. oleifera, M.O-ZnO= alginato-M. oleifera-ZnO. La
barra vertical representa la desviacion estandar de las medias (n=3).

Absorcion de agua del material compuesto

Se evalué la absorcién de agua de los materiales compuestos, debido a que es una
caracteristica 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 observé una disminucién en el porcentaje
de absorcién de agua conforme aumentaba el tiempo. El mayor porcentaje de
absorcion lo tiene el material Alg-ZnO con 1097% (Fig. 14), mientras que los dos
materiales con M.O (Alg-M.O, Alg-M.0-ZnO) contienen 717 y 782%
respectivamente. Eso puede deberse, a una disminucién de masa en el material,
por la liberacion del extracto de M.O, como, por la degradacion propia del material,
ya que la estructura de los materiales con M.O mostr6 ser menos resistente
comparado con el material Alg-ZnO. El blanco (alginato-Ca-PEGMA) present6
ligeramente menor capacidad de absorcion de agua, con respecto al material con
ZnO, siendo 1020%. El blanco mostré un porcentaje similar comparado con un
mismo material de Alginato-Ca (1515 % de absorcion de agua) de un trabajo anterior
(Rubio-Elizalde et al., 2019).
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Fig. 14. Ensayo de absorcién de agua de los materiales compuestos. Las barras
verticales representan las desviaciones estandar de las medias (n=3).
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CONCLUSIONES

Las nanoparticulas 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 incorporacion de ZnO en la matriz de alginato-Ca-PEGMA, no modifico 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
interaccién entre el ion Zn*? y la estructura del alginato. Mientras que, la liberacién

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

La adicion del extracto M.O en los materiales, proporcioné la mayor actividad
antioxidante, anti-inflamatoria (remocion de NO) y antimicrobiana contra K.
pneumoniae y B. subtilis. Propiedades que se atribuyen a los compuestos

fitoquimicos 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 interactla con los compuestos

del extracto M.O, interfiriendo en sus propiedades.
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RECOMENDACIONES

e Analizar nuevas condiciones para la incorporacion de las NPs de ZnO, para

obtener la liberacion del compuesto en el medio.

e Realizar mas caracterizaciones al material alginato-Ca-ZnO-M.O para

conocer la posible interaccidon 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

Sintesis de nanoparticulas de ZnO

Para la sintesis del material se utiliza extracto natural de hueso de aguacate, donde
se prepara una solucion de 50 ml al 2% (m/v), se coloca en agitacion por una hora
a temperatura de 60 °C, después de esto se filtran en papel Whatman namero 4
(20-25 um). Al extracto obtenido se les afiaden 2g de nitrato de zinc, se deja en
parrila de agitacion por 1 h. La solucién se coloca a bafio maria previamente
preparado a una temperatura de 60 °C por un tiempo de 15 horas para la eliminacion
de agua. Las muestras son calcinadas a 400 °C por 1 hora.

Caracterizacion de ZnO biogénicas
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