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Resumen de la tesis que presenta Lesly Stephanie Gomez Aparicio como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina y 
Bionanotecnología. 
 
 

Desarrollo de hidrogeles con actividad antioxidante y neutralizante de TGF-beta con potencial para 
regeneración tisular 

 
 

Resumen aprobado por: 
 
 

____________________________ 
Dra. Ana Bertha Castro Ceseña   

Directora de tesis  
 

 
Actualmente, se ha asociado la reparación incorrecta de un tejido lesionado, por una herida, por ejemplo, 
a una sobreexpresión del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), una citocina que participa 
ampliamente en el proceso de reparación tisular. Por lo que desarrollar estrategias para modular la 
expresión de esta citocina es una alternativa para la ingeniería de tejidos. Los compuestos antioxidantes 
han demostrado mejorar los procesos de reparación tisular, además de promover el avance de la fase 
inflamatoria a la de regeneración, en la reparación de un tejido. En el presente trabajo se desarrollaron 
hidrogeles de alginato de calcio-PEGMA (Alg), suplementados con diferentes concentraciones de extracto 
acuoso de M. oleifera (MO) y N-acetilcisteína (NAC), los cuales tienen capacidad antioxidante. Al 
suplementar los hidrogeles de Alg con MO y NAC se incrementó la actividad antioxidante respecto a la 
inhibición del radical ABTS•+ en un 53.43 ± 12 y 99 ± 0.16%, respectivamente. En términos de 
biocompatibilidad, los hidrogeles de Alg-NAC y Alg-MO-NAC aumentaron al doble la viabilidad celular en 
fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112sk y de ratón, L929, después de 24 h de cultivo. Además, agregar 
0.1% m/v de MO a los hidrogeles de Alg-NAC incrementó la hemocompatibilidad de los hidrogeles al 
disminuir el porcentaje de lisis de eritrocitos de 4.56 ± 1.79 a 1.64 ± 0.12%. Con respecto a su capacidad 
hemostática, es decir su capacidad para formar un coágulo y ayudar a evitar una hemorragia, los hidrogeles 
Alg-MO-NAC coagularon más sangre que los de Alg y Alg-MO durante una hora, en estudios in vitro. Los 
hidrogeles Alg-NAC y Alg-MO-NAC demostraron, in vitro, ser capaces de neutralizar TGF-β hasta en un 
47.29 ± 19.63 y 25.21 ± 8.96%, respectivamente, sin afectar la viabilidad celular. Nuestros resultados 
prueban que el haber suplementado los hidrogeles de alginato con NAC y M. oleifera favoreció la 
capacidad antioxidante, neutralizante de TGF-β y una mejora en sus propiedades hemostáticas. Con lo que 
se demuestra el potencial de los hidrogeles sintetizados en este trabajo para el tratamiento de heridas y 
regeneración de tejidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Hidrogeles, capacidad antioxidante, TGF-β, regeneración, tejido. 
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Abstract of the thesis presented by Lesly Stephanie Gomez Aparicio as a partial requirement to obtain the 
Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology. 
 

 
Development of hydrogels with antioxidant and neutralizing activity of TGF-beta with potential for 

tissue regeneration   
 
 

Abstract approved by: 
 
 

___________________________________ 
Dr. Ana Bertha Castro Ceseña 

Thesis Director 
 

 
Currently, the incorrect repair of an injured tissue, by a wound, has been associated, for example, 
an overexpression of transforming growth factor beta (TGF-β), a cytokine that participates 
extensively in the tissue repair process. Therefore, developing strategies to modulate the 
expression of this cytokine is an alternative for tissue engineering. Antioxidant compounds have 
been shown to improve tissue repair processes, in addition to promoting the advancement from 
the inflammatory phase to the regeneration phase, in tissue repair. In the present work, calcium 
alginate-PEGMA hydrogels (Alg) were developed, supplemented with different concentrations of 
aqueous extract of M. oleifera (MO) and N-acetylcysteine (NAC), which have antioxidant capacity. 
By supplementing the Alg hydrogels with MO and NAC, the antioxidant activity with respect to 
the inhibition of the ABTS • + radical increased by 53.43 ± 12 and 99 ± 0.16%, respectively. In 
terms of biocompatibility, Alg-NAC and Alg-MO-NAC hydrogels doubled cell viability in human 
CCD-1112sk and mouse, L929 dermal fibroblasts after 24 h of culture. Furthermore, adding 0.1% 
m / v OM to the Alg-NAC hydrogels increased the hemocompatibility of the hydrogels by 
decreasing the percentage of erythrocyte lysis from 4.56 ± 1.79 to 1.64 ± 0.12%. Regarding their 
hemostatic capacity, that is, their ability to form a clot and help prevent bleeding, Alg-MO-NAC 
hydrogels clotted more blood than Alg and Alg-MO for one hour, in in vitro studies. The hydrogels 
Alg-NAC and Alg-MO-NAC demonstrated, in vitro, to be capable of neutralizing TGF-β up to 47.29 
± 19.63 and 25.21 ± 8.96%, respectively, without affecting cell viability. Our results prove that 
having supplemented the alginate hydrogels with NAC and M. oleifera favored the antioxidant 
and neutralizing capacity of TGF-β and an improvement in its hemostatic properties. With which 
the potential of the hydrogels synthesized in this work for the treatment of wounds and tissue 
regeneration is demonstrated. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Hydrogels, antioxidant capacity, TGF-β, regeneration, tissue.  
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Capítulo 1.  Introducción  

La medicina regenerativa y la ingeniería de tejidos han impulsado el desarrollo de materiales bioactivos, 

biocompatibles, biodegradables y bioabsorbibles para la regeneración de tejidos dañados. El empleo de 

biomateriales con estructuras tridimensionales (3D) implantados en el sitio del tejido lesionado, 

proporciona un soporte estructural, tipo andamio, para que las células se unan, proliferen y formen su 

propia matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) (Wichterle y Lim, 1960). En términos de estos 

requisitos, los hidrogeles son de gran atractivo debido a su biocompatibilidad, sus similitudes estructurales 

con la ECM y su capacidad para funcionar como andamio para la proliferación y supervivencia celular. Se 

han desarrollado hidrogeles con diferentes propiedades químicas y físicas a partir de una amplia variedad 

de compuestos químicos y utilizando diferentes técnicas de síntesis. Un diseño meticuloso de los 

hidrogeles permite que sus propiedades tales como la unión celular, la respuesta molecular, la integridad 

estructural, la biodegradabilidad, la biocompatibilidad y el transporte de compuestos bioactivos, satisfaga 

las demandas celulares necesarias para la construcción y regeneración del tejido (Lowman y Peppas, 1999; 

Li, J. 2004). La reparación tisular es un proceso fisiológico que implica una interacción compleja entre las 

diferentes fases que lo conforman (Werner y Grose, 2003). El hecho de que este proceso no ocurra 

correctamente tiene un impacto clínico significativo en la funcionalidad y calidad de vida de las personas 

que lo padecen. Diferentes factores pueden afectar el proceso de reparación tisular, como es una 

sobreexpresión del factor de crecimiento transformante beta (TGF-b), la cual esta ligada a una reparación 

deficiente del tejido y la formación excesiva de cicatrices (Hisatoshi et al., 2005). De igual manera las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) desempeñan diferentes funciones durante la reparación de heridas. 

Sin embargo, una producción excesiva de ROS conduce a un estrés oxidativo el cual puede deteriorar el 

proceso de reparación por una liberación de compuestos pro-inflamatorios (Yang et al., 2012; Dunnill et 

al., 2017). Ambos casos afectan el proceso de reparación, lo que compromete la funcionalidad del tejido 

reparado. La Moringa oleifera (M. oleifera) es una planta que ha demostrado ciertas propiedades 

biológicas como actividad antioxidante, por lo que es capaz de neutralizar radicales libres como ROS 

(Parwani et al., 2016). Mientras que la N-acetilcisteína (NAC) un compuesto sintético, el cual es un potente 

antioxidante que también ha demostrado un potencial para inhibir las respuestas profibróticas TGF-β 

(Sugiura et al., 2009). En este trabajo se sintetizaron, caracterizaron y evaluaron hidrogeles como 

biomateriales para un posible tratamiento para la regeneración de heridas de la piel. Se utilizó como matriz 

polimérica el alginato de calcio, un polímero natural biocompatible, el cual fue plastificado con un 

polímero sintético para mejorar su estabilidad estructural. Los hidrogeles fueron suplementados con 

compuestos antioxidantes como la N-acetilcisteína y un extracto acuoso de M. oleifera. Los biomateriales 
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obtenidos se evaluaron con respecto a sus características fisicoquímicas, biocompatibilidad, actividad 

antioxidante y antiinflamatoria y neutralizante de TGF-b. 

 

1.1 Antecedentes 

1.1.1  Reparación tisular 

Una herida o lesión tisular es causada por la interrupción en la continuidad y función anatómica del 

revestimiento epitelial de la piel. Esta puede deberse a una variedad de traumatismos tanto mecánicos, 

quirúrgicos o térmicos. Cuando la piel sufre algún daño, el cuerpo comienza el proceso de reparación 

tisular (RT). La RT se activa al inicio de una lesión y forma un conjunto orquestado y dinámico de 

interacciones moleculares y celulares, que tienen como objetivo el remplazo de las células dañadas y la 

remodelación de la ECM con el fin de reestablecer la integridad del tejido (Atala et al., 2010; Fernandez-

Colino, 2019).  

La RT incluye dos grandes fenómenos: (1) la regeneración, es el reemplazo total de un tejido desaparecido 

o dañado por células de la misma estirpe; (2) la cicatrización, que consiste en la sustitución del tejido 

dañado por tejido conjuntivo, el cual tiene como producto final una cicatriz. Durante la cicatrización la 

restitución del tejido conectivo dañado se efectúa mediante la proliferación de fibroblastos, por lo que el 

espacio dañado se sustituye con tejido fibrilar. En la mayor parte de los casos, tanto la regeneración como 

la cicatrización contribuyen a la reparación tisular, y es el equilibrio entre la regeneración y la formación 

de cicatrices lo que determina la capacidad de un tejido u órgano para funcionar después de una lesión 

(Yannas, 2009; Atala et al., 2010). En su mayoría, las lesiones en la piel se resuelven con la formación de 

tejido cicatricial. El tejido cicatricial restaura la integridad estructural y la homeostasis, sin embargo, es un 

reemplazo disfuncional (Gilbert et al., 2016). Una de las diferencias entre el tejido cicatricial y el tejido 

normal es la alineación de la ECM. En el tejido cicatricial hay una mayor densidad de colágeno, fibras más 

gruesas y menor resistencia a la tracción (Whitby y Ferguson, 1991; Ehrlich y Krummel, 1996). Estas 

diferencias estructurales tienen una función importante en la determinación de la calidad, integridad y 

estabilidad de la reparación y funcionalidad del tejido.    
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1.1.2  Fases de la reparación tisular 

El proceso de RT involucra principalmente tres fases: hemostasia e inflamación, la formación de tejidos 

(proliferación) y la remodelación (Fig. 1) (Howes et al., 1929).  Inmediatamente después de la lesión, la 

hemostasia tiene lugar en la herida con el objetivo principal de prevenir el sangrado de los vasos 

sanguíneos dañados. A medida que la sangre fluye hacia el sitio de la lesión, los componentes sanguíneos 

y las plaquetas entran en contacto con el colágeno expuesto y otros componentes de la ECM. Este contacto 

desencadena la liberación de factores de coagulación y la formación de un coágulo sanguíneo, compuesto 

de fibronectina, fibrina, vitronectina y trombospondina (Lawrence 1998; Velnar et al., 2009). Este coágulo 

proporciona una cobertura temporal a la herida que detenie la hemorragia y la protege de las bacterias 

(Mehendale y Martin 2001; Singer y Clark, 1999).  Durante la formación del coágulo las plaquetas se 

agregan y liberan factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 

y el factor de crecimiento transformante (TGF) (Martin y Parkhurst 2004; Falanga 2005). Estos y otros 

factores de crecimiento, cuya activación también depende de diferentes parámetros dentro del tejido 

lesionado, tienen diferentes funciones tanto en el reclutamiento celular como en la formación de ECM 

(Mehendale y Martin 2001). Un equilibrio dinámico entre las células endoteliales, los trombocitos y la 

fibrinólisis regula la fase de hemostasia y determina la cantidad de fibrina depositada en el sitio de la 

herida para el progreso del proceso de la reparación (Jespersen, 1988; Velnar et al., 2009). Durante la fase 

tardía de la formación del coágulo comienza la respuesta inflamatoria temprana que activa la cascada del 

complemento e inicia eventos moleculares, lleva a la infiltración del sitio de la herida por neutrófilos y 

macrófagos, cuya función principal es prevenir la infección por bacterias (Broughton et al., 2006). Los 

neutrófilos y macrófagos migran al sitio de la herida por diversos agentes quimioatractivos, incluido el 

TGF-β, PDGF, la proteína quimio-atrayente de monocitos (MCP-1) componentes del complemento y 

péptidos de formilmetionilo producidos por bacterias y productos plaquetarios (Robson et al., 2001; 

Diegelmann y Evans, 2004). Los neutrófilos fagocitan el material extraño y las bacterias, destruyéndolos, 

liberando enzimas proteolíticas y especies reactivas de oxígeno (ROS) (Dunnill et al., 2017). Poco después 

de los neutrófilos, los monocitos migran a la herida a través del torrente sanguíneo diferenciándose en 

macrófagos, los cuales continúan con el proceso de fagocitosis como defensa del sitio lesionado (Snyder 

et al., 2016). Estas células son fundamentales para las últimas etapas de la respuesta inflamatoria, 

actuando como células reguladoras y proporcionando un abundante depósito de potentes factores de 

crecimiento tisular, particularmente el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), así como otros 

mediadores, que atraen aún más los fibroblastos y células del músculo liso al sitio de la herida (Hart, 2002; 

Diegelmann y Evans, 2004; Velnar et al., 2009), por lo que los macrófagos son de suma importancia para 

la transición a la fase proliferativa. La fase de proliferación se caracteriza por la migración de fibroblastos, 
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su diferenciación a miofibroblastos, la síntesis de colágeno y la angiogénesis, haciendo posible el 

reabastecimiento de oxígeno y otros nutrientes y formación de tejido de granulación, así como la 

proliferación de los queratinocitos, que migran desde los bordes de la herida para cerrarla (Falanga, 2005). 

Los fibroblastos proliferan profusamente y producen las proteínas de la matriz como hialuronano, 

fibronectina, proteoglicanos y colágeno, constituyendo el tejido de granulación que sustituye a la matriz 

provisional a base de fibrina (Goldman, 2004; Ramasastry, 2005). Como la fase final, la remodelación es 

responsable del desarrollo del nuevo epitelio y la formación final del tejido reparado. La remodelación 

está controlada por un delicado equilibrio entre la degradación y la síntesis de la ECM (Falanga, 2004). Las 

metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP), producidas por neutrófilos, macrófagos y fibroblastos 

en la herida, son responsables de la degradación del colágeno. El depósito inicial de las fibras de colágeno 

es altamente desorganizado, por lo que su organización se logra durante la fase de remodelación (Velnar 

et al., 2009). A medida que la herida se repara, la apoptosis reduce aún más la densidad de fibroblastos y 

macrófagos en el sitio lesionado (Greenhalgh, 1998). El resultado final del proceso de RT generalmente es 

una cicatriz completamente remodelada con un número reducido de células y vasos sanguíneos y una alta 

resistencia a la tracción, por lo que fuerza original del tejido no se recupera (Velnar et al., 2009). 

 

Fig 1. Representación esquemática de las diferentes etapas de reparación tisular. (A) el área herida se protege con 
la formación de coágulo de sanguíneo, los neutrófilos invaden el sitio de la herida seguidos por los macrófagos; (B) 
los macrófagos abundan en el tejido de la herida, las células endoteliales y los fibroblastos migran y proliferan en el 
sitio de la herida para formar nuevos vasos sanguíneos y depositar la nueva matriz extracelular formando el tejido 
de granulación. Los queratinocitos proliferan en el borde de la herida y migran hacia la dermis lesionada; (C) la herida 
está completamente llena de tejido de granulación, los fibroblastos diferenciados en miofibroblastos dan lugar a la 
contracción de la herida y al depósito de colágeno. Modificado de Werner y Grose, 2003. 
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1.1.3  Factor de crecimiento transformante beta (TGF-b) 

Durante estas fases de la RT la señalización del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), una 

familia de citocinas desempeña diferentes funciones en los que se incluyen: la regulación de la 

proliferación celular, la diferenciación, la migración, la invasión y la quimiotaxis de tejido celular epitelial, 

fibroblástico e inmune (Diegelmann y Evans, 2004; Gilbert et al., 2016).  Sus efectos biológicos están 

mediados por complejos receptores heteroméricos en la membrana celular, que constan de un receptor 

de tipo I y uno de tipo II, los cuales son serina-treonina cinasas (Wakefield y Roberts, 2002). Los TGF-β 

activos se unen con alta afinidad a un receptor de tipo III no señalizador que funciona presentándolo al 

receptor de tipo II (Roberts, 1998). El receptor de tipo II de TGF-β recluta y fosforila al receptor de tipo I. 

Este último posteriormente se une y fosforila a Smad2 y Smad3. El complejo Smad2/Smad3 fosforilados 

se unen a Smad4 y se trasladan al núcleo donde se unen a otros factores de transcripción que confieren 

especificidad, lo que lleva a la activación de genes (Wakefield y Roberts, 2002).  

 

Fig 2. Cascada de señalización celular del factor de crecimiento transformante (TGF-b) mediante la activación de 
las proteínas Smad. El TGF-b se produce primero como un precursor inactivo que se une a la proteína asociada de 
latencia (LAP) este se une covalentemente a la proteína de unión de TGF-b latente (LTBP) y se une a un receptor de 
tipo III que lo presenta a los receptores de transducción de señales (tipo II y tipo I). Tras la unión del ligando, el 
receptor de tipo II de TGF-b recluta y fosforila el receptor de tipo I. Este último posteriormente se une y fosforila 
Smad2 y Smad3. Smad2 y Smad3 fosforilados se unen a Smad4 y se trasladan al núcleo donde se unen a otros factores 
de transcripción que confieren especificidad, lo que lleva a la activación de genes objetivo. Modificado de Werner y 
Grose, 2003. 
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Esta familia de proteínas engloba a tres isoformas estructurares (TGF-β1, -β2 y -β3) las cuales tienen 

distintas y traslapadas funciones durante el proceso de RT (Gilbert et al., 2016) (Fig. 3). TGF-b agrega una 

señal importante para el inicio de la reparación atrayendo macrófagos y estimulándolos para secretar 

citocinas adicionales, incluyendo FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), PDGF, TNFa (necrosis 

tumoral alfa) e IL-1 (interleucina-1) (Diegelmann y Evans, 2004). 

Una expresión aberrante de TGF-βs es asociada con defectos durante el proceso de reparación tisular. Por 

lo que, la actividad excesiva de TGF-β puede conducir a una cicatrización excesiva (Frank et al., 1996). 

Primero, aumenta la proliferación de fibroblastos y la transcripción de los genes de colágeno, 

proteoglicanos y fibronectina, aumentando así la producción general de proteínas de la matriz y el 

depósito exacerbado y desorganizado de fibras de colágeno (Werner y Grose, 2003; Gilbert et al., 2016). 

Al mismo tiempo, el TGF-β disminuye la secreción de proteasas responsables de la descomposición de la 

matriz y también estimula el inhibidor de proteasa, inhibidor tisular de metaloproteasa (TIMP) (Hall et al., 

2003). Un requisito crítico para una regeneración exitosa de un tejido es la remodelación adecuada de la 

ECM, donde existe una regulación entre la síntesis y degradación de sus componentes. Los encargados de 

esta regulación en la remodelación de la ECM son las MMP y sus TIMP. Lo cual puede conducir a la fibrosis 

de la piel y provocar cicatrices excesivas (Matrisian, 1990; Gilbert et al., 2016) 

 

Fig 3.  TGF-β1,-β2 y -β3 tienen una función central en las fases de reparación tisular. Durante la hemostasia e 
inflamación la expresión de las isoformas TGF-β1 y -β2 promueve la migración y activación de células inflamatorias.  
TGF-β1 y -β2 permiten la re-epitelización, la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) y el depósito de 
ECM, la expresión de TGF-β3 ha demostrado inhibir el deposito de ECM durante la fase de proliferación.  Durante la 
remodelación una sobreexpresión de TGF-β1 y -β2 potencia la transición de fibroblastos a miofibroblastos los cuales 
aceleran el deposito de ECM y proveen tensión a la herida causando una reparación con formación de cicatrices. Por 
otro lado TGF-β3 resulta inhibir esta transición. Flecha verde: estimulante; línea roja continua: inhibitoria; línea roja 
discontinua: potencialmente inhibitoria. Modificado de Gilbert et al., 2016.  
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La fibrosis puede definirse como la sustitución de los elementos estructurales normales del tejido por una 

acumulación excesiva, distorsionada y no funcional de tejido cicatricial (Kovacs, 1991). Muchos problemas 

clínicos están asociados con la formación excesiva de cicatrices, como: queloides, cicatrices hipertróficas 

en la piel, adherencias de tendones, esclerodermia, cápsulas alrededor de implantes mamarios, cirrosis 

hepática, aterosclerosis y pseudoartrosis fibrótica en el hueso (McCormick, 1999; Diegelmann y Evans, 

2004). Los queloides son tejido cicatricial protuberante y se ha confirmado que tienen una mayor 

expresión de TGF-β y también una regulación positiva de los receptores de TGF- β (Babu et al., 1992; Chin 

et al., 2001). Es por esto por lo que la neutralización de la señalización de TGF-β es un blanco específico 

para impulsar la regeneración en una serie de afecciones como: trastornos fibroproliferativos, 

enfermedades vasculares y la reparación de heridas (Shah et al., 1994; McCormick, 1999; Lu et al., 2005). 

 

1.1.4  Especies reactivas de oxígeno (ROS)  

Los derivados radicales de oxígeno (O2), conocidos como especies reactivas de oxígeno (ROS), tienen una 

función fundamental en el proceso de reparación tisular, ya que actúan como moléculas secundarias de 

señalización, algunas ROS son: el anión superóxido •O-, peróxido •O −2, peróxido de hidrógeno, H2O2, 

radicales hidroxilo •OH e iones hidroxilo OH- (Dunnill et al., 2017). Durante la RT, las ROS actúan como 

segundos mensajeros para el reclutamiento de leucocitos (neutrófilos y monocitos) en los sitios 

lesionados, también sirven en la defensa inicial contra patógenos a través de los fagocitos y la explosión 

de ROS (Yang et al., 2012; Dunnill et al., 2017) (Fig. 3). Varias células utilizan estos radicales, incluidas 

plaquetas, macrófagos, fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos (Soneja et al., 2005). Un exceso 

de los niveles de ROS celulares causa estrés oxidativo lo que perturba la homeostasis que pueden tener 

efectos perjudiciales en las células.  

El control homeostático de los niveles celulares de ROS (estado redox) se mantiene gracias a unas 

proteínas conocidas como antioxidantes y lo hacen donando sus propios electrones, evitando así que 

capturen electrones de otras moléculas importantes (Gordillo y Sen, 2003). El glutatión (GSH), es 

considerado el antioxidante intracelular por excelencia, sin embargo, niveles desregulados de ROS tienen 

un impacto negativo en el proceso de RT. Exceso de ROS puede conducir a la secreción sostenida de 

citocinas proinflamatorias (Schieber y Chandel, 2014) y la inducción de metaloproteasas de la matriz. Tanto 

el exceso de ROS, como de especies reactivas de nitrógeno (RNS), pueden directa e indirectamente (a 

través de la activación de la proteólisis) modificar o degradar las proteínas de la ECM y también causar 
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deterioro de la función de los queratinocitos y los fibroblastos dérmicos (Moseley et al., 2004). Los 

macrófagos activados por estas citocinas liberan altas concentraciones de NO•, lo que puede provocar 

inflamación persistente y daño tisular. La inflamación excesiva no solo retrasa la reparación tisular, sino 

que también provoca un aumento en la formación de cicatrices (Eming et al., 2007; Sharma et al., 2007). 

 

Fig 4. Especies reactivas de oxígeno (ROS) y su función en la reparación tisular mediante: (1) la reducción el flujo 
sanguíneo y la señalización celular local para la formación de trombos; (2) el reclutamiento de neutrófilos al sitio de 
la herida; (3) la fagocitosis para detener el crecimiento bacteriano; (4) la migración de monocitos al hacia el sitio de 
la herida; (5) estimulando la proliferación y migración de las células endoteliales, fibroblastos y queratinocitos, para 
formar nuevos vasos sanguíneo y la nueva ECM. Modificado de Dunnill et al., 2017 

 

Un enfoque para restablecer el equilibrio de ROS indirectamente, como estrategia de curación de heridas, 

podría ser promover el proceso de reparación tisular con antioxidantes. Esto mediante la integración de 

compuestos bioactivos anti-inflamatorios y antioxidantes en biomateriales con el objetivo de minimizar 

complicaciones en los procesos inflamatorios. 
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1.1.5  Biomateriales  

Un biomaterial, por definición, es “una sustancia no farmacológica adecuada para su inclusión en sistemas 

que aumentan o reemplazan la función de los tejidos u órganos corporales” (Nicolai y Rakhorst, 2008). 

Estos materiales pueden estar en contacto con fluidos y tejidos corporales durante períodos prolongados 

sin provocan reacciones adversas o causando mínimas, si es que las hay (Aramwit, 2016). 

Los hidrogeles, un tipo de biomateriales, son matrices potencialmente implantables formadas por cadenas 

poliméricas hidrófilas, unidas por puntos de entrecruzamiento, que constituyen una red tridimensional y 

son capaces de contener una gran cantidad de agua. Los puntos de entrecruzamiento entre las cadenas 

que forman un hidrogel evitan su degradación permitiendo su estabilidad en el entorno biológico (Li, 

2004). Los biomateriales para reparación de heridas a base de biopolímeros pueden absorber los exudados 

tisulares, prevenir la deshidratación de la herida y permitir que el oxígeno penetre en el sitio lesionado 

(Kim et al., 2008). La deshidratación de las heridas perturba el entorno final necesario para estimular el 

proceso de reparación de la herida y, por tanto, el mantenimiento de un ambiente húmedo es de 

importancia crítica para una reparación rápida y eficaz de la herida (Varaprasad, et al., 2020). Además, 

debido a la naturaleza hidrófila y la estructura de los hidrogeles, pueden reaccionar con materiales 

orgánicos e inorgánicos bioactivos, de manera que las sustancias bioactivas se pueden administrar a la 

herida de manera sostenida (Anumolu et al., 2011). Hidrogeles con capacidades antioxidantes se utilizan 

en la medicina regenerativa por su potencial en el proceso de reparación de heridas (Li et al., 2019; Hou 

et al., 2020).  

 

1.1.6 Alginato de calcio y su aplicación en la reparación tisular  

El alginato es un polisacárido producido a partir de las algas pardas y algunas bacterias, es considerado 

como no tóxico, biocompatible, biodegradable, bioestable y es un biopolímero hidrófilo. Estas 

características notables convierten al alginato en un polímero idóneo para muchas aplicaciones clínicas y 

biomédicas avanzadas (Lee y Mooney, 2012). Su estructura consiste en dos residuos de ácido gulurónico 

(G) y dos de ácido manurónico (M) con enlaces (1,4) (Augst, Kong y Mooney, 2006).  Cuando se agregan 

iones de calcio (Ca2+) al alginato, se forma una estructura de “caja de huevos” bajo la interacción de 

cationes entre Ca2+ y los bloques de guluronato de alginato, dando una estructura entrecruzada de alginato 

de calcio (Fig. 4) (Cheng et al., 2017; Pereira et al., 2013).  Esta unión se ha empleado para entrecruzar el 
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alginato para una amplia variedad de aplicaciones avanzadas, principalmente para la reparación de 

heridas, materiales inmovilizadores de células y andamios para ingeniería de tejidos (Karri et al., 2016; 

Pasparakis y Bouropoulos, 2006). A demás, debido a sus grupos funcionales, el alginato se puede mezclar 

fácilmente con otros biopolímeros formando una estructura reticulada. Estas estructuras de red pueden 

aumentar la estabilidad física del material y también proporcionar un entorno húmedo para la herida (Karri 

et al., 2016).  

 

Fig 5. Representación esquemática de la estructura de las zonas de unión de la caja de huevos en geles de alginato 
de calcio: (a) coordinación de Ca2 + en una cavidad creada por un par de secuencias de guluronato a lo largo de las 
cadenas de alginato (b) dímero de caja de huevos, y (c) multímero de caja de huevos asociado lateralmente. Tomado 
de (Fang et al, 2007). 

 

Materiales de alginato como apósitos para heridas están disponibles comercialmente en la actualidad. 

Rojewska et al., 2017, discutieron acerca de algunos conocidos por su nombre comercial como Nu-derm®, 

Algisite M® y Melgisorb®, concluyendo que proveen ambientes húmedos, son muy absorbentes, fáciles de 

retirar y logran proteger la herida de infecciones. Ehterami et al., 2013, sintetizaron y evaluaron hidrogeles 

de quitosano-alginato de calcio suplementados con alfa-tocoferol (vitamina E), como compuesto 

antioxidante, en un modelo de reparación de heridas en rata. Los hidrogeles evaluados aumentaron el 

crecimiento celular in vitro y tuvieron un mayor cierre de la herida que una herida tratada con gasa 

convencional. Rubio-Elizalde et al., 2019, sintetizaron andamios de alginato de calcio plastificados y 

suplementados con compuestos antioxidantes de extractos de plantas. Los andamios de alginato 

demostraron ser biodegradables, biocompatibles y poseer propiedades de absorción de agua capaces de 

aumentar la proliferación celular de fibroblastos humanos después de 10 días de tratamiento y liberar sus 

compuestos bioactivos.  
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1.1.7 N-acetilcisteína (NAC) 

La N-acetilcisteína (NAC) es un fármaco altamente soluble en agua, derivado de la cisteína con un grupo 

acetilo (-COCH₃) unido a su átomo de nitrógeno y, como la mayoría de los tioles (-SH), puede oxidarse con 

una gran variedad de radicales y servir como nucleófilo (donante de electrones) (Sumani et al., 2013). Está 

aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para su uso clínico en el tratamiento de 

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Feng, et al., 2015). Es un antioxidante y anti-

inflamatorio capaz de infiltrarse en la membrana celular para efectuar su acción y ser precursor del GSH. 

Además, también funciona como fuente de suministro de glutatión y compensa su agotamiento causado 

por cantidades excesivas de ROS y manteniendo el equilibrio del sistema redox antioxidante, eliminando 

directamente los radicales libres y compuestos tóxicos con su grupo tiol (Yamada et al., 2011; Aldini et al., 

2018).  Las ROS, que oxidan lípidos, proteínas y ADN causando daño celular y posterior muerte celular, han 

sido implicadas en la fisiopatología de muchos trastornos, incluidas una la reparación tisular deficiente. 

Los mecanismos de defensa implican el uso de antioxidantes endógenos los cuales eliminan a las ROS o 

RNS o sus precursores. NAC a demostrado modular tanto in vitro como in vivo los niveles de ROS y NO•, 

previniendo el daño tisular oxidativo e inflamatorio en el proceso de reparación tisular (Oguz et al., 2015). 

  

Fig 6. Rutas para las actividades biológicas de NAC. Color rojo - rutas principales, color azul - rutas plausibles, color 
negro - rutas poco comunes. Modificado de Samuni, et al., 2016. 

 

Oguz et al., 2015, demostraron que la aplicación tópica de N-acetilcisteína mejoró la reparación de heridas 

en comparación con el dexpantenol, un fármaco en versión pomada ampliamente usado para estimular la 
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cicatrización. Los grupos tratados con dexpantenol y N-acetilcisteína tuvieron resultados similares en 

términos de tasas de reparación de heridas en ratas. También se ha informado que NAC promueve la 

cicatrización de heridas en ratas diabéticas y tanto los ratones diabéticos como los no diabéticos que 

recibieron NAC tuvieron niveles más bajos de marcadores de estrés oxidativo (Aktunc et al., 2010). La NAC 

se ha suplementado en hidrogeles de óxido de grafeno-colágeno demostrando una reparación 22% más 

rápida en ratas que el grupo de control no tratado, además, realizaron análisis de expresión genes el cual 

mostró una regulación negativa del TGF-β después de 14 días de su implantación en el sitio de la herida (Li 

et al., 2019). Sugiura et al., 2009, demostró que tratar con diferentes concentraciones de NAC era capaz 

de inhibir las respuestas pro-fibróticas inducidas por TGF-β en fibroblastos. Por último, Gomez-Aparicio et 

al., 2021, suplementaron con NAC a hidrogeles de gelatina entrecruzada con polímeros metacrilados, los 

cuales mostraron promover la proliferación celular de fibroblastos dérmicos humanos después de 10 días 

y reducir el área de una herida en ratones un 30% más en comparación de un grupo tratado con un material 

comercial después de 7 días de tratamiento. Además, durante sus análisis histológicos del tejido reparado 

encontraron depósitos de colágeno más organizados en las heridas tratadas con hidrogeles que en las 

heridas no tratadas. La N-acetilcisteína, es un antioxidante bien caracterizado que ha demostrado un 

potencial neutralizante de TGF-β por lo que se ha considerado un fármaco muy prometedor para mejorar 

la reparación de heridas.  

 

1.1.8   Moringa oleifera  

Una gran variedad de plantas y sustancias naturales han sido examinadas por sus propiedades biológicas. 

Algunas plantas y productos derivados de ellas han demostrado ser fuentes ricas en compuestos 

fitoquímicos, los cuales han demostrado poseer capacidad antioxidante (Verma et al., 2009; Craig, 1999). 

Los compuestos fitoquímicos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, y son responsables 

de protegerlas contra distintos tipos de estrés, tanto biótico como abiótico, incluyendo infecciones, 

depredadores, radiación ultravioleta, estrés hídrico o salino, además de entregarles colores y sabores a 

frutas y verduras (Gasaly et al., 2020).  El potencial antioxidante que presentan algunas plantas se atribuye 

principalmente a la cantidad de compuestos polifenólicos que contienen (Fig. 7) (Kumbhare et al., 2012). 

Los flavonoides son un grupo especifico de compuestos fenólicos con propiedades como la captación de 

radicales libres, inhibición de enzimas hidrolíticas y oxidativas y acción anti-inflamatoria (Frankel et a., 

1997). La Moringa oleifera es una planta miembro de la familia Moringaceae, y se cultiva extensamente 

en muchos países del sudeste asiático, particularmente en Tailandia, India, Filipinas y Pakistán (Fuglie, 
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2001).  Los usos de las especies de Moringa son diversos, incluidos el uso de raíces, hojas, flores, vainas 

verdes y semillas para alimentación humana y animal (Amaglo et al., 2010). Los principales compuestos 

fitoquímicos presentes en las hojas de M. oleifera son: niazinina, niazimicina, b-sitosterol, glucomoringina, 

n-bencil tiocarbamatos, kaempferol. Además de otras moléculas antioxidantes naturales que incluyen 

vitaminas, minerales y carotenoides (Azevedo et al., 2018), teniendo un perfil de flavonoides 

relativamente complejo, siendo los más abundantes: quercetina> kaempferol> isorhamnetina (Amaglo et 

al., 2010).  

Debido a su alto contenido fitoquímico, Azevedo et al., en 2018, evaluaron la aplicación oral y tópica de 

un extracto acuoso de hojas de M. oleifera en un modelo de reparación de heridas cutáneas en ratas 

diabéticas. Los autores encontraron que la M. oleifera influyó positivamente en el proceso de reparación, 

ya que las ratas tratadas tuvieron un mayor porcentaje de contracción de la herida en los días 2, 5 y 10, en 

comparación con los controles. Además, Chin et al., 2018, encontraron altas propiedades de proliferación 

y migración de células de fibroblastos dérmicos humanos y queratinocitos humanos al tratarlas con un 

apósito que contenía extracto acuoso de hojas de M. oleifera. Rubio-Elizalde et al., 2019, sintetizaron 

andamios de alginato de calcio con M. oleífera y Aloe vera, en los cuales la M. oleifera demostró 

proporcionar significativamente capacidad antioxidante y propiedades antiinflamatorias a los andamios. 

Además, mejoraron la proliferación de células de fibroblastos de piel humana después de 10 días de 

evaluación. 

 

Fig 7. Clasificación de algunos polifenoles y ejemplos. Los polifenoles son los compuestos fitoquímicos a los cuales 
se les atribuye principalmente la capacidad antioxidante de diferentes plantas. Modificado de Gasaly et al., 2020. 
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Por lo tanto, existe un interés creciente en los compuestos antioxidantes gracias a su capacidad de prevenir 

los efectos deletéreos de los radicales libres en procesos biológicos como la reparación tisular. A la par, se 

ha encontrado una preferencia en los pacientes por los antioxidantes de fuentes naturales en lugar de 

sintéticos (Santos et al., 2012).   

Con base en la información anterior, como estrategia en este trabajo se propone la síntesis de hidrogeles 

de alginato, entrecruzados con cloruro de calcio (CaCl2) y plastificados con metil éter metacrilato de 

polietilénglicol (PEGMA) un polimérico sintético biocompatible y con baja inmunogenicidad (Bozukova et 

al., 2007; Slaughter et al., 2009) para mejorar su estabilidad en medio acuso. Además, de estar 

suplementado con compuestos bioactivos como la N-acetilcisteína (NAC) y un extracto acuso de Moringa 

oleifera, el cual provea un andamio para la proliferación de células. Así como capacidad antioxidante y 

neutralizante de TGF-β para modular los diferentes factores que pueden afectar al proceso de reparación 

tisular y encaminarlo a una regeneración del tejido, en cual la funcionalidad de la piel no se vea afecta.  

 

1.2  Justificación 

La piel es considerada el órgano más extenso del cuerpo humano, y se encarga de cubrir y proteger los 

órganos y músculos. La pérdida o falla de un órgano o tejido como resultado de una lesión, intervención 

quirúrgica, quemadura u otro tipo de daño es uno de los problemas más frecuentes y costosos en la salud 

humana. El trasplante de tejidos es una terapia generalmente aceptada para tratar esta problemática. Sin 

embargo, se ve limitado por la escasez de donantes, complicaciones postoperatorias, posibilidad de 

rechazo y cuidados intensivos. Debido a esto, la medicina regenerativa e ingeniería de tejidos busca crear 

estrategias para reparar y regenerar tejidos y órganos. El desarrollo de hidrogeles biocompatibles 

biodegradables e implantables con la capacidad de modular la expresión de factores de crecimiento y 

liberar compuestos bioactivos que induzcan la regeneración y el restablecimiento de la funcionalidad de 

tejidos. Es altamente prometedor como terapia para personas que presenten lesiones tisulares, patologías 

metabólicas (diabetes, obesidad, hipertensión), así como enfermedades autoinmunes que comprometan 

el proceso de RT, causando falla o pérdida del órgano. Además, de proveer una mayor comodidad al 

paciente al reducir los tiempos de hospitalización y lograr una liberación constante y localizada de los 

agentes bioactivos en el sitio afectado. Al contrario de los trasplantes de tejidos o las reconstrucciones 

quirúrgicas, las cuales implican en su mayoría largos tiempos de hospitalización, servicios ambulatorios y 

una administración sistémica de fármacos. Como respuesta a esta problemática, en este documento de 
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tesis, se propuso el desarrollo de hidrogeles con la capacidad de neutralizar la expresión de TGF-β, 

proporcionando un andamio estructural para la proliferación del tejido, así como compuestos bioactivos 

con actividades antioxidante y anti-inflamatoria que logren la regeneración de los tejidos y el 

restablecimiento de su funcionalidad. 

 

1.3   Hipótesis 

Los hidrogeles desarrollados usando una matriz polimérica de soporte, NAC y un compuesto neutralizante 

de TGF-b, poseerán propiedades fisicoquímicas relacionadas con su absorción de agua y capacidad 

hemostática y biológicas como actividades antioxidante, anti-inflamatoria y neutralizante de TGF-b, 

evaluadas in vitro, para su potencial aplicación en la regeneración tisular 

 

1.4   Objetivos 

1.4.1  Objetivo general 

Diseñar y caracterizar in vitro hidrogeles con actividad antioxidante y neutralizante de TGF-β para 

su aplicación en regeneración de tejidos. 

 

1.4.2  Objetivos específicos  

• Obtener hidrogeles a base de un polímero natural, NAC y un compuesto con potencial de actividad 

neutralizante de TGF-b 

• Determinar las propiedades fisicoquímicas del hidrogel (capacidad de absorción de agua y capacidad 

hemostática) 
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• Evaluar in vitro las propiedades biológicas del hidrogel (efecto neutralizante del TGF-β, actividades 

antioxidante y anti-inflamatoria, con respecto a remoción de NO) 

• Demostrar a nivel in vitro la biocompatibilidad del hidrogel respecto a su hemocompatibilidad 

(hemólisis) y viabilidad celular 
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Capítulo 2.  Metodología  

2.1  Síntesis de hidrogeles  

2.1.1 Preparación del extracto acuoso de M. oleifera 

Para este trabajo, se utilizó un extracto acuoso de Moringa oleifera. Las hojas pulverizadas de M. oleifera 

se obtuvieron de un distribuidor comercial especializado, San Martín®, con certificación de venta de 

productos orgánicos por parte de Agricert México (Agricert, 2016). El extracto se obtuvo siguiendo la 

metodología descrita por Rubio-Elizalde et al., 2019. Se agregaron 25 g de hojas pulverizadas a un vaso de 

precipitados con 250 mL de agua destilada, previamente calentada a 75 °C, y se dejaron en agitación 

durante 5 min para después filtrarla dos veces usando papel filtro. La solución resultante de la filtración 

se centrifugó a 42,336 x g por 10 min a 4 °C y se decantó el sobrenandante, este proceso se repitió dos 

veces. Se realizó una tercera filtración, utilizando filtros de papel con tamaño de poro de 0.2 μm 

(Whatman®). El extracto acuoso se congeló a -80 °C durante 24 h y se liofilizó durante 3 días (Labconco 

FreeZone 1). El extracto liofilizado se guardó a 4 °C hasta su utilización.  

 

2.1.2  Elaboración de los hidrogeles 

Los hidrogeles se realizaron con el procedimiento descrito por Rubio-Elizalde et al., 2019 con las siguientes 

modificaciones (véase Fig. 8): se preparó una solución de alginato de sodio (Sigma-Aldrich, 18094) al 3 % 

(m/v) en agua destilada (1), a la cual se añadió metilétermetacrilato de polietilénglicol Mn~500 (PEGMA) 

(Sigma-Aldrich, 447943) al 0.75 % (v/v) como plastificante (1.2), y se entrecruzó con cloruro de calcio 

(CaCl2) 1.5 % (m/v) una relación 1:1 (alginato plastificado:CaCl2) (1.3).  El entrecruzamiento de la estructura 

polimérica de alginato con calcio provee a los hidrogeles una mayor estabilidad en medios acuosos (Zactiti 

y Kieckbusch, 2009) y la incorporación de un plastificante, como el PEGMA, ha demostrado mejorar el 

manejo, estabilidad y flexibilidad de los hidrogeles (Rubio-Elizalde et al., 2019). Después de homogenizar 

perfectamente la mezcla, utilizando una licuadora de mano, obtuvimos una solución con concentración 

final de alginato 1.5 % (m/v), CaCl2 0.75 % (m/v) y PEGMA 0.375 % (v/v). A esta solución se le agregaron 

los compuestos bioactivos, es decir, el extracto de M. oleifera y/o NAC  (2 y 3) a concentraciones finales 

de 0.01, 0.1 y 0.5 % m/v M. oleifera y NAC 40 mM. Las concentraciones de M. oleifera (MO) y NAC con 
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que se sintetizaron los hidrogeles, se determinaron a partir de la viabilidad celular de las células 

HEK-BlueTM TGF-β y su potencial para promover la regeneración tisular. Obteniendo ocho diferentes 

condiciones denominadas: Alg, Alg-40NAC, Alg-0.01%MO, Alg-0.1%MO, Alg-0.5%MO, Alg-0.01%MO-

40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC. De las diferentes condiciones, se depositaron 600 μL 

de cada una en moldes de poliestireno (Corning 3526) (6), se congelaron a -20 °C durante 48 h (7) y se 

liofilizaron durante 24 h (Labconco FreeZone 1) (8). De este modo se obtuvieron hidrogeles porosos y 

flexibles. 

 

Fig. 8. Proceso de síntesis de los hidrogeles de alginato plastificados con PEGMA y entrecruzados con CaCl2 

adicionados con MO (Moringa oleifera) y NAC (N-acetilcisteína). (1) La solución de alginato de sodio se plastificó 
con PEG-metil éter metacrilato (PEGMA) (1.1) y se entrecruzó con CaCl2  (1.2), luego se homogenizaron los 
compuestos bioactivos, la NAC (2) y/o el extracto de M. oleifera (3) con el alginato plastificado:CaCl2. Las soluciones 
obtenidas se vertieron en moldes de poliestireno y se congelaron a -20 ° C durante 48 h, y luego se liofilizaron durante 
24 h para obtener los hidrogeles con propiedades para la regeneración de heridas. 

 

2.2  Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de los hidrogeles 

2.2.1  Absorción de agua o hinchamiento  

La absorción de agua, o hinchamiento, se evaluó en función del peso del hidrogel antes y después de estar 

en contacto con un medio acuoso (Rubio-Elizalde et al., 2019). Evaluamos la propiedad de absorción de 
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fluidos de nuestros materiales sumergiéndolos en agua. Los hidrogeles se sumergieron en 2 mL de agua 

destilada durante 15, 30, 60, y 120 minutos, a 37 °C. Transcurrido el tiempo se retiró el agua que no fue 

absorbida y se pesaron los hidrogeles. La absorción de agua se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

Absorción de agua, %=	Mt –	M0

M0
x100                                                  (1) 

donde M0 es la masa inicial del apósito y Mt es la masa del apósito a hidratada. El ensayo se llevó a cabo 

por triplicado.  

 

2.2.2 Evaluación de la capacidad hemostática 

La capacidad hemostática se evaluó según la capacidad de los hidrogeles de retener sangre coagulada 

dentro de su matriz (Kumar et al., 2009). Se obtuvieron muestras de sangre de voluntarios sanos y se 

colectaron en tubos BD Vacutainer® con citrato dextrosa (ACD), como anticoagulante. Cada hidrogel se 

infiltró con 100 μL de sangre anticoagulada, la reacción de coagulación inició cuando 10 μL de CaCl2 (0.2 

M) se añadieron a cada muestra, previamente empapada con la sangre. Las muestras se incubaron a 37° 

C por 15, 30, 45 y 60 min. Subsecuentemente, 1.5 mL de agua destilada se agregaron cuidadosamente, 

para no perturbar el coagulo, y se incubó nuevamente a 37° C durante 5 min. Posteriomente, se colectó el 

sobrenadante de cada muestra y centrifugó a 300 x g (Eppendorf modelo 5418) durante 10 min. Se 

transfirieron 200 μL del sobrenadante a una placa de 96 pozos y se leyó la absorbancia a 540 nm utilizando 

un espectrofotómetro (lector de placas Epoch Biotek®).  

2.3  Evaluación in vitro de las propiedades biológicas de los hidrogeles 

2.3.1  Evaluación del efecto neutralizante del TGF-β de los hidrogeles  

El efecto neutralizante de TGF-β de los hidrogeles se evaluó usando el sistema de células HEK-BlueTM TGF-

β (InvivoGen hkb-tgfb).  Estas células permiten la detección de TGF-β bioactivo ya que expresan un gen 

indicador a fosfatasa alcalina embrionaria secretada, o SEAP, la cual se va a secretar cuando se active la 

vía TGF-β dependiente de Smad. La cantidad secretada se puede evaluar con la solución QUANTI-BlueTM 

un reactivo colorimétrico que permite la detección de SEAP a 655 nm. Las células HEK-BlueTM TGF-β se 

cultivaron usando Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado con 10 % suero fetal 
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bovino (SFB), 1 % de antibiótico/antimicótico y 100 µg/mL de Normicina. Los hidrogeles se sumergieron 

en 600 μL de medio de cultivo celular DMEM (suplementado con 10 % SFB y 1 % de 

antibiótico/antimicótico) durante 3 horas. Una vez pasado este tiempo el ensayo se llevó a cabo según el 

protocolo indicado por el fabricante, de la siguiente forma: en una placa de 96 pozos se agregaron 20 µl 

del medio pretratado con cada hidrogel, después 20 µl de TGF-β1 humano recombinante, a 10 ng/mL, se 

añadieron para lograr estimular a las células y, por último, se añadieron 160 μL de la suspensión de células 

(~ 280,000 células/mL) y se incubó a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 h. Pasado el tiempo se tomaron 20 

μL del sobrenadante de células y se mezclaron con 180 μL de solución QUANTI-BlueTM. Se incubó a 37 ° C 

por 1 h y se determinó el efecto neutralizante de TGF-β según los niveles de SEAP secretados usando un 

espectrofotómetro a 655 nm. Como control positivo se usaron las células estimulas con TGF-β1 y medio 

de cultivo como control negativo. 

 

2.3.2  Evaluación de la actividad antioxidante de los hidrogeles  

La actividad antioxidante se determinó mediante el reactivo ácido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-

sulfonico) (ABTS). La oxidación de ABTS con persulfato de potasio (KPS) genera un catión de radicales 

libres, ABTS•+, y este se reduce en presencia de antioxidantes. El ABTS•+ es un reactivo colorimétrico azul-

verdoso que al ser neutralizado se vuelve transparente (Skotti et al., 2014). Su absorbancia se detecta a 

734 nm y, entre mayor sea la capacidad antioxidante (remoción de radicales libres) de los hidrogeles, 

menor será la absorbancia medida, de tal forma que es posible determinar el potencial antioxidante de 

los hidrogeles mediante espectrofotometría UV-Visible. Los hidrogeles se sumergieron duramte 6 min en 

1.8 mL de ABTS•+, previamente oxidado con KPS. Pasado este tiempo, se tomaron 200 μL del sobrenadante 

y se transfirieron a una placa de 96 pozos. Se calculó el porcentaje de inhibición de la absorbancia a 734 

nm (Lector de placas BioTek Epoch) utilizando la siguiente ecuación: 

Inhibición del ABTS•+, % =  Abscontrol –	Absmuestra

Abscontrol
x100                                                             (4) 

donde: Abscontrol y Absmuestra son los valores de absorbancia del control y la muestra a los 6 min, 

respectivamente, se utilizó como control la absorbancia del ABTS•+ con agua. El ensayo se realizó por 

triplicado.  
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2.3.3 Evaluación de la actividad anti-inflamatoria 

Para determinar la actividad anti-inflamatoria se evaluaó la capacidad para remover o neutralizar el radical 

óxido nítrico (NO•) de los hidrogeles. El radical NO• es un mediador pro-inflamatorio, que cuando se libera 

a altas concentraciones durante condiciones patológicas y desencadena inflamación (Sharma, et al., 2007). 

Los hidrogeles se pusieron en contacto con 1.2 mL de nitroprusiato de sodio (SNP), un donador de NO•, el 

cual después se hizo reaccionar con el reactivo de Griess 1X para producir un complejo de color rosado-

rojo, que se descompone en presencia de compuestos removedores de NO• (Kavoosi & Amirghofran, 

2017). Cuanto menor sea la absorbancia medida a 540 nm, mayor será la capacidad de remoción de NO• 

y, por lo tanto, mayor la capacidad anti-inflamatoria relacionada con la remoción de NO• de los hidrogeles 

(Rubio-Elizalde et al., 2019). La remoción del NO se determinará de la siguiente manera: 

Remoción de NO•, % =  Abscontrol –	Absmuestra

Abscontrol
x100                                                             (4) 

donde: Abscontrol y Absmuestra son los valores de absorbancia del control y la muestra, respectivamente. Se 

utilizó como control la absorbancia del SNP con agua, y el ensayo se realizó por triplicado.  

 

 2.4  Evaluación in vitro de la biocompatibilidad de los hidrogeles 

2.4.1  Prueba de hemocompatibilidad 

Se obtuvieron muestras de sangre de voluntarios sanos y se colectaron en tubos BD Vacutainer® con 

citrato dextrosa (ACD) como anticoagulante. Las pruebas de hemólisis se basaron en la literatura 

reportada (Geng, et al., 2018; Ooi, et al., 2019) con algunas modificaciones. Cada hidrogel se sumergió 

en 2 mL de PBS 1X por 30 min a 37° C, después de esto se agregaron 40 µL de sangre a la solución, se 

homogenizó cuidadosamente y se incubó por 1 h a 37 °C. Como control positivo, 40 µL de sangre se 

agregaron a un tubo con 2 mL de agua destilada, de igual manera 40 µL de sangre se agregaron a un tubo 

con PBS 1X como control negativo. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 700 

x g por 10 min, luego se transfirieron 200 µL del sobrenadante de cada muestra a una placa de 96 pozos. 

La hemoglobina liberada, a causa de la lisis de los eritrocitos, se determinó midiendo la absorbancia del 
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sobrenadante a 540 nm utilizando un espectrofotómetro (lector de placas Epoch Biotek®). El porcentaje 

de hemólisis fue calculado de la siguiente manera: 

Hemólisis, % = Ds –	Dnc

Dpc"Dnc
x100                                                                             (5) 

donde Ds es la absorbancia del sobrenadante del hidrogel, Dnc es la absorbancia del control negativo y Dpc 

es la absorbancia del control positivo.  

 

2.4.2  Ensayo de viabilidad y proliferación celular 

La viabilidad celular se determinó cuantitativamente usando el ensayo colorimétrico de bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, M5655). Se cultivaron células de 

fibroblastos de piel humana CCD-1112sk (ATCC CRL-2429) y fibroblastos de ratón L929 (ECACC 8501142), 

usando Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) suplementado con 10 % SFB y 1 % de 

antibiótico/antimicótico. La viabilidad celular se evaluó por contacto directo con los hidrogeles. Se 

colocaron los hidrogeles en placas de 24 pozos con 1 mL de suspensión celular (~ 200,000 células), se 

incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 h. Pasado el tiempo se retiraron 500 μL del sobrenadante, se 

añadieron 60 μL de MTT a cada pozo y se incubó durante 3 h. Para disolver los precipitados de formazán 

formados de la reacción del MTT con las células metabólicamente activas, se adicionaron 300 µL ácido 

clorhídrico (HCl) 0.01M con dodecilsulfato sódico (SDS) al 10 %,  y se incubó por 18 h. Después se 

transfirieron 200 μL de sobrenadante a una placa de 96 pozos y la absorbancia se leyó a 570 nm (lector de 

placas BioTek Epoch).  

Para la evaluación de proliferación celular se utilizaron las células L929. Nuevamente se colocó cada 

hidrogel en placas de 24 pozos y se sembraron ~200,000 células por pozo con medio IMDM suplementado. 

A continuación, las placas se incubaron en una atmósfera humidificada con 5 % de CO2 a 37 °C. El medio 

se cambió a las primeras 24 h, después se realizó el recambio cada 72 h. Los hidrogeles se incubaron 

durante 3, 6 y 10 días. La proliferación celular se determinó usando el reactivo MTT, como se describió 

anteriormente. La viabilidad celular y proliferación se expresó como la absorbancia a 570 nm de las 

muestras después de los diferentes periodos de incubación. Se utilizaron las células en monocapa como 

control positivo y el medio de cultivo IMDM como control negativo, se promediaron los resultados de tres 

muestras para obtener cada medición.   
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 2.5  Análisis estadístico de los datos  

Los datos fueron analizados utilizando el software GraphPad Prism 8, mediante: un ANOVA de una vía, con 

comparación múltiple de Tukey para: hemocompatibilidad y capacidad hemostática, con comparación 

múltiple de Dunnett para: viabilidad celular, neutralización de TGF-β, actividad antioxidante y anti-

inflamatoria, y un ANOVA de dos vías con la prueba de comparación múltiple de Tukey para la proliferación 

celular. Cada condición de hidrogeles se analizó por triplicado (n=3). Las diferencias entre resultados se 

consideraron estadísticamente significativos cuando * (p<0.05), ** (p<0.01) y, *** (p<0.001).  



24 

Capítulo 3. Resultados  

3.1 Síntesis de los de hidrogeles  

3.1.1  Evaluación de la citotoxidad y potencial neutralizante TGF-β de M. oleifera y NAC  

Las concentraciones de compuestos bioactivos con las que se sintetizarían los hidrogeles se determinaron 

según su biocompatibilidad y potencial neutralizante de TGF-β. Por lo tanto, se inició evaluando la 

viabilidad celular del extracto acuoso de M. oleifera en células HEK-BlueTM, ya que estas permiten la 

detección del TGF-β bioactivo. La viabilidad celular se determinó mediante el reactivo MTT, el cual es 

transformado por las deshidrogenasas mitocondriales en las células metabólicamente activas, en un 

precipitado de formazán de color violeta-cafe. El formazán disuelto, permite correlacionar la densidad 

óptica a 540 nm con el número de células viables (Kumar et al., 2018). Se inició evaluando las 

concentraciones de 1 y 2 % m/v de M. oleifera (MO), ya que previamente se reportó que suplementar los 

hidrogeles con compuestos con capacidad antioxidante y inflamatoria (respecto a la remoción de NO•), así 

como actividad antimicrobiana, contribuye a promover la reparación tisular (Cárdenas Carreón, A, 2019, 

Rubio-Elizalde et al., 2019). Como resultado de la comparación con la monocapa de células sin tratamiento, 

las células tratadas con las soluciones de M. oleifera al 0.5, 1 y 2 % m/v disminuyeron su viabilidad celular 

a un 44.74, 34.89 y 24 %, respectivamente, después de 24 h a 37 °C, 5 % CO2. (Fig. 9).  

 

Fig. 9.  Viabilidad de las células HEK-BlueTM TGF-β tratadas con soluciones de 0.5, 1 y 2% m/v de M. oleifera 
con el método colorimétrico MTT. Como control positivo (C) células sin M. oleifera (MO). Las barras de error 
muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia esta denotado como *** (p<0.001) en 
un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de comparaciones múltiples de Dunnett. 
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Debido a que las concentraciones de 0.5, 1 y 2 % resultaron citotóxicas para las células HEK-BlueTM TGF-β 

con las que se evaluaría el potencial de neutralización de TGF-β, se evaluaron entonces nuevas 

concentraciones de M. oleifera, así como concentraciones de 20 y 40 mM de NAC. Estas concentraciones 

de NAC han demostrado, en trabajos previos, ayudar a mejorar la biocompatibilidad de algunos 

biomateriales (Vargas Barona, 2020, Gomez-Aparicio et. al, 2021). Los extractos de M. oleifera al 0.01 % y 

0.1 % m/v obtuvieron una viabilidad celular del 91.05 y 85.18 %, respectivamente (Fig. 10), los cuales 

resultaron no ser significativamente diferentes a la viabilidad celular obtenida para la monocapa de 

células, i.e. sin ningún tratamiento, al realizar el análisis estadístico. A su vez se observó un aumento en la 

viabilidad del 242.10 y 347.82 % en las células HEK-BlueTM TGF-β al tratarlas con 20 y 40 mM de NAC, 

respectivamente (Fig. 10). 

 

Fig. 10.  Viabilidad de las células HEK-BlueTM TGF-β tratadas con soluciones de 0.01 y 0.1% m/v de M. oleifera y 20 
y 40 mM de NAC con el método colorimétrico MTT. Como control positivo (C) células sin M. oleifera (MO) o NAC. 
Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia esta denotado como *** 
(p<0.001) y ns: no significativo (p>0.05), en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de comparaciones 
múltiples de Dunnett. 
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de Smad, induciendo la producción de SEAP. La cantidad de SEAP secretada en el medio extracelular se 

puede evaluar fácilmente con la solución QUANTI-BlueTM a 655 nm. 

Ninguna de las condiciones evaluadas demostró afectar la viabilidad celular después de 24 h a 37 °C, 5 % 

CO2 mediante el reactivo MTT (Fig. 11a).  Las soluciones de 0.1 y 0.5 % m/v de M. oleifera suplementadas 

con 40 mM de NAC demostraron mejorar la viabilidad un 287.35 % y 234.72 %, respectivamente. En este 

análisis se observó M. oleifera con NAC logró mitigar la citotoxicidad de 0.5 % de M. oleifera que en el 

análisis previo disminuyo la viabilidad hasta un 44.73 % (Fig. 9). Todas las concentraciones, bajo las 

condiciones evaluadas, demostraron actividad de neutralización de TGF-β, logrando un 29.94% de 

neutralización con 0.01% MO; 18.34 % con la proporción 0.01%MO-40NAC; 34.12 % con 0.1%MO-40NAC 

y 35.52 % con 0.5%MO-40NAC (Fig. 11b). A partir de estos resultados se estableció que éstas serían las 

concentraciones de M. oleifera y NAC para incorporar a los hidrogeles.  

 

Fig. 11.  a) Citotoxicidad de las soluciones de 0.01, 0.1 y 0.5 % m/v de M. oleifera con 40 mM de NAC usando MTT. 
b) Efecto neutralizante de TGF-β usando el reactivo QUANTI-BlueTM. Como control (C) se usaron células sin ningún 
tratamiento. Como control positivo (C/TGF-β) se utilizaron células estimuladas con 10 ng/mL de TGF-β. Las barras de 
error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia esta denotado como * (p<0.05), ** 
(p<0.01), *** (p<0.001) y ns: no significativo (p>0.05), en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de 
comparaciones múltiples de Dunnett. 
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0.01%MO-40NAC; (7) Alg-0.1%MO-40NAC y (8) Alg-0.5%MO-40NAC. Los hidrogeles obtenidos tenian una 

apariencia porosa y resultaron suaves y ligeramente flexibles al tacto. 

   
Fig. 12.   Fotografías de la vista superior de los hidrogeles obtenidos. La barra de escala indica 10 mm. 

 

3.2  Evaluación in vitro de la biocompatibilidad de los hidrogeles  

3.2.1  Viabilidad celular en fibroblastos CCD-1112Sk 

Para conocer la biocompatibilidad de los hidrogeles sintetizados se evaluó la viabilidad celular de 

fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112Sk. Se activaron y cultivaron las células en placas de 100 mm con 

IMDM suplementado, según se describió en la metodología. En este ensayo ~200,000 células se 

cosecharon en presencia de los diferentes hidrogeles sintetizados durante 24 h a 37 °C, 5% CO2.  

La matriz polimérica de alginato (Alg) demostró ser biocompatible con los fibroblastos, obteniendo un 

102.97 % de viabilidad celular en comparación con la monocapa de células. En las condiciones en la que 

los hidrogeles fueron suplementados solo con 40 mM de NAC, o las diferentes concentraciones de M. 

oleifera (0.01, 0.1 y 0.5 %) en conjunto con la NAC, se observó un aumento en la viabilidad celular de hasta 

en un 289.30 %.  Por otro lado, el aumentar la concentración de M. oleifera a 0.1 % y 0.5 %, sin suplementar 

con NAC, disminuyó la viabilidad de los fibroblastos CCD-1112Sk a un 79.75 y 28.70 %, respectivamente, 

como se muestra en la gráfica (Fig. 13). 
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Fig. 13. Viabilidad de los fibroblastos CCD-1112sk en contacto directo con los hidrogeles. Como control positivo (C): 
monocapa de células CCD-1112sk.  Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de 
significancia esta denotado como *** (p<0.001) en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de 
comparaciones múltiples de Dunnett con respecto al control positivo (C).  

 

3.2.2 Viabilidad en células HEK-BlueTM TGF-β 

Con este ensayo se evaluó de manera indirecta el efecto de los hidrogeles en la viabilidad de las células 

HEK-BlueTM TGF-β.  

Las células cultivadas con el medio pre-tratado con los hidrogeles suplementados con 0.01 y 0.1% de M. 

oleifera, obtuvieron valores similares en la evaluación de su viabilidad en comparación con la monocapa 

de células sin tratamiento. Sin embargo, al aumentar la concentración de M. oleifera a 0.5 % m/v la 

viabilidad celular disminuyó hasta al 73.22 %. De la misma manera que en la evaluación de viabilidad de 

los fibroblastos CCD-1112sk (Fig. 13), las células HEK-BlueTM TGF-β en las cuales los hidrogeles fueron 

suplementados con 40 mM de NAC, presentaron un aumento en la viabilidad celular de hasta un 184.44 

%, por lo que el suplementar con NAC los hidrogeles con una concentración de 0.5% de M. oleifera, logró 

incrementar la viabilidad del 73.22 % al 160.05 % (Fig. 14). Debido a los resultados obtenidos en las pruebas 

de viabilidad de las células CCD-1112sk y HEK-BlueTM TGF-β, se decidió seguir con las evaluaciones 

pertinentes para los hidrogeles: Alg, Alg-40NAC, Alg-0.01%MO, Alg-0.01%MO-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC 

y Alg-0.5%MO-40NAC.  
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Fig. 14. Biocompatibilidad de los hidrogeles en células HEK-BlueTM TGF-β. Como control positivo (C): monocapa de 
células HEK-BlueTM TGF-β.  Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia 
esta denotado como * (p<0.05), y *** (p<0.001) en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de 
comparaciones múltiples de Dunnett con respecto al control positivo (C). 

 

3.2.3  Prueba de hemocompatibilidad 

Según la ISO-10993 para la evaluación biológica de equipos médicos en su parte 4: selección de pruebas 

para interacciones con sangre para biomateriales, porcentajes de hemólisis menores o iguales al 5% 

establecen uno de los criterios para demostrar su hemocompatibilidad. Esta prueba in vitro se utiliza para 

evaluar el daño de los eritrocitos al poner en contacto los diferentes hidrogeles que se sintetizaron con la 

sangre obtenida de donadores sanos durante 1 h a 37 °C.   

La mayoría de los materiales evaluados resultaron ser altamente hemocompatibles al tener un porcentaje 

de hemólisis menor al 5 % en lo que respecta a la hemoglobina liberada de la lisis de los eritrocitos a 540 

nm. La hemólisis fue mayor con los hidrogeles Alg-40NAC, sin embargo, al agregar 0.1 % de M. oleifera al 

hidrogel de NAC el porcentaje de hemólisis disminuyó de 4.56 al 1.64 % (Fig. 15) mejorando su 

hemocompatibilidad. No se observó un mayor efecto positivo en la disminución del porcentaje de 

hemólisis al aumentar la concentración a 0.5 % de M. oleifera (Fig. 15).  
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Fig. 15. Evaluación in vitro de la hemocompatibilidad de los hidrogeles, representada con el porcentaje de 
hemólisis. El ensayo se llevo a cada poniendo en contacto durante una 1 h los hidrogeles con sangre obtenida de 
voluntarios.  PBS 1X como control positivo y agua destilada como control negativo. Las barras de error muestran la 
desviación estándar (n= 3/grupo), no fueron encontradas significancias mediante un ANOVA de una vía con una 
prueba a posteriori de comparaciones múltiples de Tukey. 

 

3.3  Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de los hidrogeles  

3.3.1  Absorción de agua o hinchamiento  

Los hidrogeles obtenidos a base de alginato de calcio suplementados con M. oleifera y NAC fueron 

evaluados con respecto a su capacidad de absorción de agua, al ser sumergidos durante 15, 30, 60 y 120 

min en 2 mL de PBS 1X a 37 °C.  

Los resultados obtenidos muestran que los porcentajes mas altos de absorción de aguase obtuvieron con 

la matriz polimérica que contenía solamente alginato y 0.01 % m/v de M. oleífera, es decir, Alg y Alg-

0.01%MO, las cuales obtuvieron 1,652.23 y 1,818.29 %, respectivamente, después de 120 min sumergidos 

en agua. Los porcentajes de absorción de agua disminuyeron al añadir NAC y aumentar la concentración 

de M. oleifera en los hidrogeles, siendo 1,567.03 % para Alg-40NAC; 1,310.88 % para los hidrogeles de Alg-

0.01%MO-40NAC; 1,573.10 % para Alg-0.1%MO-40NAC y 1,043.39 % para los hidrogeles a base de Alg-

0.5%MO-40NAC (Fig. 16). La capacidad de absorción se mantuvo constante en todas las condiciones 

después de los 30 min, a lo largo del tiempo hasta 120 min. 
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Fig. 16. Capacidad de absorción de agua de los hidrogeles de alginato suplementados con M. oleifera y NAC. La 
capacidad de absorción de agua se ve disminuida al añadir NAC y agregar las concentraciones de 0.1 y 0.5% de M. 
oleifera a los hidrogeles. Después de 30 min, la capacidad de absorción se mantuvo constante para cada tipo de 
hidrogel. Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo).  

 

3.3.2  Capacidad hemostática  

El ensayo de coagulación sanguínea en los hidrogeles nos muestra la capacidad hemostática de los 

materiales. Se miden a 540 nm los glóbulos rojos hemolizados que no quedaron atrapados en el coágulo 

al agregar 1.5 mL de agua a los hidrogeles con sangre coagulada durante diferentes tiempos. Una mayor 

absorbancia se asocia a menor eficiencia hemostática de los hidrogeles en términos de tasa de 

coagulación.  

Las lecturas mayores después de 15 min fueron 0.81 y 0.87 de correspondientes a los hidrogeles Alg y Alg-

0.01%MO, respectivamente. Los hidrogeles con 40 mM NAC obtuvieron densidades ópticas mucho 

menores, es decir de 0.07 para los hidrogeles de Alg-40NAC; 0.10 con Alg-0.01%MO-40NAC; 0.06 con Alg-

0.1%MO-40NAC y 0.07 con Alg-0.5%MO-40NAC (Fig. 17b), demostrando mayor capacidad hemostática 

(Fig. 17c). Los valores de hemoglobina liberada se mantuvieron constantes en los hidrogeles después de 

los 15 min (Fig. 17a).  
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Fig. 17. Capacidad hemolítica de los hidrogeles (a) perfil de coagulación de la sangre a través del tiempo (b) 
comparación de la capacidad hemostática a los 15 min entre los hidrogeles (c) fotografías representativas de la 
capacidad de coagulación. Imágenes obtenidas de coagular 100 uL sangre en los hidrogeles después 15 min y la 
hemoglobina liberada después de agregar 1.5 mL de agua a los hidrogeles donde: (a) Alg, (b) Alg-40NAC, (c) Alg-
0.01%MO, (d) Alg-0.01%MO-40NAC, (e) Alg-0.1%MO y (f) Alg-0.5%MO-40NAC. Las barras de error muestran la 
desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia esta denotado como *** (p<0.001) en un ANOVA de una 
vía con una prueba a posteriori de comparaciones múltiples de Tukey. 

 

3.4  Evaluación in vitro de las propiedades biológicas de los hidrogeles 

3.4.1  Evaluación de la actividad antioxidante de los hidrogeles  

Para determinar la capacidad antioxidante de los hidrogeles se pusieron contacto con el radical ABTS•+ y 

se midió la capacidad de nuestros hidrogeles para inhibir la oxidación de este radical. Los compuestos 

poliméricos de la matriz de los hidrogeles demostraron no inhibir los radicales ABTS•+. Sin embargo, al 
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suplementar con 0.01 % M. oleifera la matriz polimérica de Alg se observó un aumento significativo en el 

porcentaje de inhibición de ABTS•+ del 53.43 %. Sin embargo, los hidrogeles a base de Alg-40NAC, Alg-

0.01%MO-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC lograron inhibir al 100 % de los radicales 

ABTS•+ cuando se pusieron en contacto con la solución del compuesto oxidado (ABTS•+) (Fig. 18).  

 

Fig. 18. Actividad antioxidante expresada en porcentaje de inhibición de ABTS•+. Como referencia, se comparan 
todas las condiciones con la matriz polimérica Alg. Las barras de error muestran la desviación estándar (n= 3/grupo). 
El nivel de significancia esta denotado como *** (p<0.001) en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de 
comparaciones múltiples de Dunnett. 

 

3.4.2  Evaluación de la actividad anti-inflamatoria con respecto a la remoción de NO• 

Se evaluó el porcentaje de remoción de óxido nítrico (NO•) asociado al potencial de actividad 

antiinflamatoria de los hidrogeles con un donador de NO•. Los hidrogeles a base de Alg-40NAC, Alg-

0.01%MO-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC, removieron el NO• del medio entre un 68 – 

73 %, demostrando potencial de actividad anti-inflamatoria. El aumento en el porcentaje de remoción de 

NO• en el hidrogel Alg-0.01%MO, suplementado solamente con M. oleifera sin NAC, no fue significativo, 

así como tampoco el hidrogel a base de solamente alginato (Alg), es decir, sin adición de NAC o M. oleifera 

(Fig. 19). 
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Fig. 19 Actividad anti-inflamatoria relacionada al porcentaje de remoción del radical oxido nítrico (NO•). Se 
comparan todas las condiciones con la matriz polimérica a base de alginato (Alg), sin adición de los compuestos 
activos NAC o M. oleifera. Las barras de error muestran la desviación estándar (n= 3/grupo). El nivel de significancia 
esta denotado como *** (p<0.001) en un ANOVA de una vía con una prueba a posteriori de comparaciones múltiples 
de Dunnett. 

 

3.4.3  Evaluación del efecto neutralizante del TGF-β de los hidrogeles 

El análisis del efecto neutralizante del TGF-β de los hidrogeles se llevó a cabo según establecía el protocolo 

del fabricante en las células HEK-BlueTM TGF-β, con el reactivo colorimétrico QUANTI-BlueTM. No se 

encontró un efecto neutralizante en ninguno de los tratamientos con los hidrogeles cuando se estimularon 

las células con TGF-β (Fig. 20a). Sin embargo, al evaluar la neutralización en células con niveles basales 

TGF-β con los hidrogeles de Alg-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC, se obtuvieron 

absorbancias de 0.20, 0.24 y 0.21, respectivamente, las cuales fueron significativamente menores a 0.28, 

que reportaron las células control (Fig. 20b). Una disminución en la absorbancia significa una menor 

expresión de TGF-β de las células al analizarse con el reactivo QUANTI-BlueTM  a 655 nm. 
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Fig. 20.  Efecto neutralizante de TGF-β de los hidrogeles en a) células HEK-BlueTM TGF-β estimuladas y b) células 
HEK-BlueTM TGF-β sin estimular. Como controles se utilizaron la monocapa (C) y las células tratadas con 20 µL de 10 
ng/mL de TGF-β (C/ TGF-β). Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3/grupo). El nivel de significancia 
esta denotado como * (p<0.05), *** (p<0.001) y ns: no significativo (p>0.05), en un ANOVA de una vía con una prueba 
a posteriori de comparaciones múltiples de Dunnett con respecto al control correspondiente. 

 

3.5 Evaluación de la biocompatibilidad en fibroblastos L929 

3.5.1 Pruebas de viabilidad y proliferación celular  

En este ensayo se analizó la viabilidad celular de los fibroblastos L929 (~ 200,000 células por hidrogel) en 

presencia de los diferentes hidrogeles durante 24 h, 3, 6 y 10 días a 37 °C, 5 % CO2. Las células tratadas 

con los hidrogeles Alg, Alg-40NAC, Alg-0.01%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC demostraron mejorar la 

viabilidad celular en un 123, 189.03, 246.26 y 256.49 %, respectivamente, en comparación con la 

monocapa de células, después de 24 h de cultivo (Fig. 21a).  

En el ensayo de proliferación, la cantidad de células viables durante 3, 6 y 10 días se mantuvo constante 

en los hidrogeles de Alg, Alg-40NAC y Alg-0.01%MO-40NAC. Por el contrario, cuando las células se 

cultivaron con los hidrogeles de Alg-0.5%MO-40NAC se observó una disminución en la densidad óptica, 

relacionada con las células viables a través de los días, como se muestra en la gráfica (Fig. 21b).  
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Fig. 21. Biocompatibilidad de los hidrogeles en fibroblastos L929 a) viabilidad celular y b) proliferación celular 
durante 10 días. Viabilidad celular de los fibroblastos L929 después de 24 h y proliferación celular durante 3,6 y 10 
días en presencia de los hidrogeles. Como control positivo (C) monocapa de células L929 para evaluación de 
viabilidad. Las barras de error muestran la desviación estándar (n= 3/grupo). El nivel de significancia esta denotado 
como *,a,e (p<0.05), **,cc (p<0.01) y, ***,bbb,fff,ggg,hhh (p<0.001)  en un ANOVA de una vía con una prueba de 
comparaciones múltiples de Dunnett para viabilidad celular y un ANOVA de dos vías con la prueba de comparación 
múltiple de Tukey para la proliferación celular.  
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Capítulo 4. Discusión  

En este trabajo se sintetizaron hidrogeles suplementados con NAC y extracto de M. oleifera, al añadirlos a 

una solución de alginato de calcio-PEGMA. El primer paso para la síntesis de los hidrogeles fue determinar 

las concentraciones de compuestos biactivos con los cuales se iban a suplementar los hidrogeles. Estas 

concentraciones debían garantizar mantener la viabilidad de las células HEK-BlueTM TGF-β, ya que se utilizó 

el sistema de células reportadoras HEK-BlueTM para determinar el potencial neutralizante de TGF-β 

(Gasperin-Bulbarela et al., 2021). Para este fin se midió la disminución de la densidad óptica a 655 nm del 

reactivo QUANTI-BlueTM, el cual cambia a un color violeta-azul en presencia de fosfatasa alcalina 

embrionaria secretada (SEAP). Usando el reactivo MTT, que mide indirectamente la actividad metabólica 

de las células vivas mediante la reducción del MTT a formazán (Kumar et al., 2018), pudimos detectar 

cualquier aumento o disminución en el número de células viables al ser tratadas con las diferentes 

concentraciones de NAC y extracto de M. oleifera. Las células fueron evaluadas con 0.5, 1 y 2 % m/v de M. 

oleifera (MO), estas concentraciones fueron reportadas en trabajos anteriores para mejorar las 

propiedades antioxidantes, inflamatoria (respecto a la capacidad de neutralización de NO•) y actividad 

antimicrobiana, en biomateriales usados como andamios para reparación tisular (Cárdenas Carreón, A, 

2019, Rubio-Elizalde et al., 2019). Sin embargo, estas concentraciones resultaron ser citotóxicas para las 

células HEK-Blue, bajo nuestras condiciones de evaluación, en comparación con los fibroblastos CCD-

1112sk y L929 con los que se habían evaluado por Cárdenas Carreón, A, 2019 y Rubio-Elizalde et al., 2019.  

Por otro lado, la citotoxicidad también pudiera ser atribuida a una diferencia entre los metabolitos 

encontrados en nuestro extracto como flavonoides, alcaloides, fenoles, taninos y sus derivados, debida al 

lote y estacionalidad de las hojas utilizadas de M. oleifera, sin embargo, un análisis metabólico de nuestro 

extracto es necesario para confirmar esta hipótesis. Con base en estos resultados, evaluamos 

concentraciones menores del extracto de M. oleifera, y encontramos que 0.01 y 0.1 % m/v de M. oleifera 

no afectaban significativamente la viabilidad de las células HEK-BlueTM TGF-β, en comparación con las que 

no fueron tratadas. A la par, se trataron las células HEK-BlueTM TGF-β con 20 y 40 mM de NAC, para poder 

determinar la concentración de NAC con la que se cargarían los hidrogeles, junto con el extracto de M. 

oleifera. Como resultado de tratar las células con NAC, observamos un aumento en la viabilidad celular de 

hasta un 347.82 % después de 24 h.  La NAC, además, de ser un fuerte antioxidante debido su grupo tiol, 

actúa como precursor del antioxidante intracelular glutatión (GSH) favoreciendo su biosíntesis (Samuni et 

al., 2013). Se ha demostrado que un entorno nuclear reducido, proporcionado por el GSH, es necesario 

para la proliferación celular (Markovic et al., 2007), por lo que es plausible atribuir el incremento en la 

viabilidad celular a la estimulación de la biosíntesis del GSH por la NAC. Los resultados mostraron que el 
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extracto M. oleifera en su concentración mas baja, i.e. 0.01 % m/v, así como al suplementar las 

concentraciones más altas (0.1 y 0.5 %m/v) con 40 mM de NAC, lograron reducir la producción de TGF-β 

de las células estimuladas, hasta en un 29.94 %, 34.12 y 35.52 %, respectivamente, disminuyendo la D.O. 

a 655 nm incluso por debajo de los niveles basales de TGF-β de las células no estimulas. A la par del ensayo 

de neutralización, se continuó evaluando la viabilidad celular de los tipos de hidrogeles sintetizados. 

Encontramos que, aunque la adición de NAC a los hidrogeles aumentó hasta un 287.35 % la viabilidad 

celular, esto no repercutió en la capacidad neutralizante de TGF-β de los hidrogeles compuestos. Además, 

se eliminó por completo el efecto citotóxico de las concentraciones mas altas de M. oleifera (0.1 y 0.5 % 

m/v) al combinarlas con NAC, observándose el mismo incremento en la viabilidad celular que en las células 

cultivadas con solo NAC, i.e. sin extracto de M. oleifera.  La capacidad de NAC para reducir la producción 

de TGF-b se debe a que NAC puede actuar como nucleófilo, teniendo la capacidad de reducir los enlaces 

disulfuro de la estructura proteica de TGF-β cambiando su estructura bioactiva (dímero) a la forma inactiva 

(monómero), lo que causa un bloqueo directo a su función y señalización celular (Meurer et al., 2005; 

Sugiura et al., 2009). Por otro lado, no existen estudios previos que analicen la capacidad neutralizante de 

TGF-β de extractos de M. oleifera. Sin embargo, ha sido ampliamente reportado su potencial antioxidante 

(Kumbhare et al., 2012), debido a esto y a el efecto neutralizante que mostró durante esta evaluación 

podemos hipotetizar que actúa de manera similar que la NAC, sin embargo, se requieren mas evaluaciones 

para conocer el mecanismo de neutralización del extracto de M. oleifera. De este modo pudimos atribuir 

la disminución de TGF-b a un potencial efecto neutralizante de nuestros hidrogeles suplementados con M. 

oleifera y NAC, y no a la muerte de las células por un efecto citotóxico de la concentración de M. oleifera. 

Con los parámetros antes mencionados y confirmando el potencial de neutralización de TGF-b de nuestro 

extracto de M. oleifera y la NAC, se sintetizaron los hidrogeles de alginato entrecruzados con calcio y 

plastificados con PEGMA, a los cuales se suplementaron con 40 mM de NAC y diferentes concentraciones 

de M. oleifera (0.01, 0.1 y 0.5 % m/v). Aunque las concentraciones de 0.1 y 0.5 % m/v por si solas 

demostraron ser citotóxicas, se decidió evaluar estas concentraciones dentro del sistema polimérico del 

hidrogel de alginato de sodio-PEGMA para así poder discutir las diferencias al tratar las células con los 

extractos directamente y en un sistema de polimérico. 

Para aplicaciones asociadas a la reparación tisular, la biocompatibilidad es una característica fundamental, 

ya que los hidrogeles deben servir como soporte para las células que van a sustituir al tejido dañado, a la 

par que se liberan los compuestos bioactivos, sin provocar efectos indeseables a las células con las que 

estarán en contacto (Veerasubramanian et al., 2018). Se evaluó la biocompatibilidad de los hidrogeles 

respecto a su hemocompatibilidad y la viabilidad celular de fibroblastos dérmicos humanos CCD-1112sk y 
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células HEK-BlueTM TGF-β después de 24 h. Los fibroblastos, después de una lesión tisular responden a 

factores de crecimiento como el TGF-β y proliferan sintetizando principalmente fibras de colágeno y 

proteoglicanos que son componentes de la ECM. También ejercen una acción mecánica sobre el arreglo y 

empaquetado de colágeno para garantizar el cierre de la lesión (Tettamanti et al., 2004). Como era de 

esperarse, las evaluaciones de viabilidad celular de los hidrogeles que contenían NAC obtuvieron hasta un 

287 % de viabilidad y eliminaron la citotoxicidad de las concentraciones de 0.1 y 0.5 % m/v de M. oleifera. 

Esto concuerda con hallazgos previos, donde NAC mostró estimular la proliferación celular de diferentes 

biomateriales para reparación tisular (Hou et al., 2020; Li et al., 2020; Gomez-Aparicio et al.,2021). Por 

otro lado, aun dentro de un sistema polimérico, los hidrogeles con 0.1 y 0.5 % M. oleifera, sin adición de 

NAC, resultaron citotóxicas. Esta respuesta respecto a la viabilidad celular se observó tanto en los 

fibroblastos CCD-1112sk, como en las células HEK-BlueTM TGF-β. Debido a que la viabilidad celular en los 

hidrogeles con Alg-0.1%MO y Alg-0.5%MO disminuyó, lo cual no es beneficioso durante el proceso de 

reparación tisular ya que no se lograría encaminar hacia la regeneración como se propone en este trabajo, 

las evaluaciones posteriores solo se realizaron en los siguientes hidrogeles: Alg, , Alg-40NAC, Alg-

0.01%MO, Alg-0.01%MO-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC.  Siguiendo con las 

evaluaciones de biocompatibilidad, se analizó la hemocompatibilidad de los materiales, con el fin de 

conocer si existen efectos nocivos que resulten de la interacción de los hidrogeles con células sanguíneas: 

eritrocitos, leucocitos y plaquetas (Weber et al., 2018; Jiang et al., 2019). En este trabajo se evaluó la 

hemocompatibilidad específicamente respecto a la lisis de eritrocitos al estar en contacto con los 

hidrogeles.  El porcentaje de eritrocitos lisados se determinó mediante la medición de cantidad de 

hemoglobina liberada a 540 nm (Ooi et al., 2019). Todos lo hidrogeles sintetizados bajo las condiciones de 

este trabajo obtuvieron valores de hemólisis menores al 5 %, con respecto a la lisis de eritrocitos. 

Biomateriales con porcentajes menores o iguales al 5 % de hemólisis al estar en contacto con la sangre 

con considerados como altamente hemocompatibles según la ISO-10993-4 (Seyfert et al., 2002). Conocer 

la hemocompatibilidad in vitro de los hidrogeles es de suma importancia ya que provee información acerca 

del comportamiento de los eritrocitos cuando los hidrogeles se implanten en una herida, lo cual es 

importante para futuros análisis in vivo.  

Uno de los requisitos para que los materiales se apliquen como hidrogeles en heridas es su capacidad de 

absorción de exudados. Exudado, es un término genérico que se utiliza para identificar el líquido producido 

a partir de heridas y que se genera como parte de la respuesta inflamatoria (Cutting, 2003). Hidrogeles 

con buena absorción de agua pueden absorber el exudado de la piel lesionada, lo que ayuda a que se 

forme un ambiente húmedo y estable para promover la regeneración de tejidos y acelerar su reparación 

(Cheng et al., 2018). Sin embargo, si la tasa de absorción es baja, el exudado puede acumularse, 
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provocando maceración de la piel y proliferación bacteriana (Dhivya et al., 2015; Shishatskaya et al., 2016). 

Los hidrogeles de alginato de calcio-PEGMA denominados como Alg, demostraron absorber el agua hasta 

1,652.24% respecto a su peso seco después de 120 min. La capacidad de absorción de los hidrogeles de 

alginato se logra debido a la naturaleza hidrófilica de este polímero dada por las unidades de ácido 

manurónico y gulurónico que lo comprenden (Dhivya et al., 2015). La absorción de agua disminuyó en 

hidrogeles que contenían NAC y altas concentraciones de M. oleifera, i.e. 0.1 y 0.5% m/v. Esto se puede 

atribuir a la liberación de estos compuestos al medio. El análisis de liberación de NAC en sistemas de 

hidrogeles demostró que ~100% de la NAC es liberado dentro de las primeras 2 a 4 h después de colocar 

los hidrogeles en un medio acuoso (Li et., 2019; Gomez-Aparicio, et al., 2021). Con respecto al perfil de 

liberación de compuestos fitoquímicos de extractos de M. oleifera en andamios de alginato, se reportó su 

la liberación en un ~70% durante los primeros 30 min (Rubio-elizalde et al., 2019). Los hidrogeles 

sintetizados demostraron porcentajes de absorción de agua mayores que el de los apósitos comerciales 

para heridas: Tegaderm™ (3M), Bioclusive® (Johnson & Johnson) y Op Site (Smith & Nephew) (Yoo y Kim 

2008). Además, valores de absorción entre 1200–1400% han demostrado ser adecuados para promover 

la hemostasia, proporcionar la humedad adecuada y facilitar actividades celulares para la reparación de lo 

tejidos dañados (Sudheesh Kumar et al., 2010; Cheng et al., 2017; Veerasubramanian et al., 2018). Por lo 

tanto, todos los hidrogeles sintetizados en este trabajo exhibieron una adecuada absorción de agua para 

su aplicación en la reparación de tejido. 

La capacidad hemostática determina la capacidad de los hidrogeles de atrapar la sangre en un coágulo 

dentro de su matriz, logrando así detener procesos hemorrágicos (Zhao et al., 2017). La hemostasia es 

parte de la primera fase de la reparación tisular, y el lograr detener una hemorragia de manera mas rápida 

después de un daño tisular asegurará la progresión del proceso de reparación del tejido (Furie y Furie, 

2005), la protección del sitio lesionado brindada por el coágulo formado, así como disminuir las 

probabilidades de hemorragias excesivas (Rickenbacher et al., 2009; Chen et al., 2020).  Durante este 

ensayo se empapó por completo a los hidrogeles con sangre, y se dió inicio al proceso de coagulación al 

agregar CaCl2, para luego incubar los hidrogeles empapados con la sangre durante diferentes tiempos. Al 

final de cada tiempo los glóbulos rojos que no quedaron atrapados en el trombo fueron hemolizados al 

agregar agua destilada, dando como resultado la liberación de hemoglobina. Entre mayor la hemoglobina 

liberada, menor el coágulo formado y, por lo tanto, menor capacidad hemostática de los hidrogeles (Ooi 

et al., 2019). Hidrogeles de alginato de calcio se han utilizado como agentes hemostáticos, ya que el 

intercambio de iones calcio que tiene lugar cuando se pone en contacto con una herida, es capaz de activar 

la cascada de coagulación (Kaneda et al., 2008; Timmons, 2009). La NAC por el contrario muestra, in vitro, 

un efecto anti-agregante sobre las plaquetas humanas, y puede interferir con la actividad de los factores 
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de coagulación (Niemi et al., 2006; Wijeysundera et al., 2009). Sin embargo, en esta evaluación los 

hidrogeles que fueron suplementados con NAC demostraron poseer mejor capacidad hemostática que los 

hidrogeles de Alg, respecto a hemoglobina liberada en agua destilada. NAC es considerado un compuesto 

de unión a metales, ya que posee dos sitios potenciales de unión: su grupo tiol y carboxilo (Samuni et al., 

2013), una interacción entre el calcio entrecruzado dentro de la matriz de alginato con la NAC puede 

volverlos mas biodisponibles al contacto con la sangre, ya que sabemos que la NAC es liberada 

rápidamente en medios acuosos. Una mayor biodisponibilidad de iones calcio es capaz de mejorar la 

capacidad hemostática de los hidrogeles de alginato y contrarestar las propiedades anti-coagulantes del 

NAC, ya que el Ca2+ es un factor crucial en la activación de la cascada de coagulación (Green, 2006; Kaneda 

et al., 2008). 

Después de una lesión tisular, la respuesta inflamatoria es parte del proceso de reparación tisular y es 

necesario para el restablecimiento del tejido dañado (Julier et al., 2017). Sin embargo, estadios 

prolongados durante la etapa de inflamación han demostrado dificultar el proceso de reparación, 

aumentar la cicatrización e incluso encaminar a la formación de heridas crónicas, es decir heridas que no 

sanan (Archana et al., 2016; Veerasubramanian et al., 2018). El NO• es considerado como un mediador 

proinflamatorio que induce inflamación por su producción excesiva en situaciones anormales (Sharma et 

al., 2007). Por lo tanto, evaluamos el potencial anti-inflamatorio respecto a la capacidad de remoción de 

NO• de nuestros hidrogeles, utilizando SNP como donador de NO•. El NO• es capaz de reaccionar con el 

Reactivo de Griess, un compuesto colorimétrico que se puede monitorear a 540 nm, una menor 

absorbancia del R. Griess será una mayor capacidad de remoción de NO•, la cual se puede asociar a la 

actividad inflamatoria de los hidrogeles. Los hidrogeles Alg-40NAC, Alg-0.01%MO-40NAC, Alg-0.1%MO-

NAC y Alg-0.5%MO-NAC demostraron porcentajes de 68.32, 69.89, 70.97 y 73.28 %, respectivamente, 

siendo la matriz polimérica de Alg y Alg-0.01%MO, los hidrogeles sin capacidad de remoción NO•. La 

remoción del NO• de los hidrogeles se debe a la reacción del grupo sulfhidrilo de NAC con el NO• donado 

por SNP, produciendo S-nitrosotioles (Vriesman et al., 1997), dotando a los hidrogeles con potencial de 

actividad anti-inflamatoria, relacionada con la remoción del NO•. 

Otros factores que afectan y encaminan al proceso de reparación a la formación de cicatrices son altos 

niveles de especies reactivas de oxígeno, ROS, ya que promueven una mayor liberación de citocinas pro-

inflamatorias y activación de las proteínas pro-apoptóticas para la posterior inducción de la muerte celular, 

dando lugar a una deficiente reparación y formación de cicatrices (Yang et al., 2012; Schieber et al., 2014; 

Dunnill et al., 2017). Propiedades antioxidantes en hidrogeles para la reparación tisular son deseables, ya 

que proveen a los hidrogeles con la capacidad de neutralizar las ROS. La actividad antioxidante de nuestros 
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hidrogeles se evaluó usando con el reactivo ABTS•+, el cual en presencia de moléculas antioxidantes 

disminuirá su coloración verde-azul a 734 nm. Los hidrogeles Alg-40NAC, Alg-0.01%MO-40NAC, Alg-

0.1%MO-NAC y Alg-0.5%MO-NAC, al estar en contacto con el ABTS•+ por 6 min, demostraron inhibir el 

~100 % de la oxidación del reactivo. Como se mencionó antes, la capacidad antioxidante de NAC se 

atribuye a su grupo sulfhidrilo, el cual puede ser oxidado por una gran variedad de radicales y también 

servir como nucleófilo (Aldini et al., 2018; Samuni et al., 2013). Por ultimo, el Alg-0.01%MO suplementado 

únicamente con M. oleifera, esto es sin NAC, demostró también inhibir al ABTS•+ en un 53.43 %. 

Compuestos fenólicos contenidos en extractos de diferentes plantas han demostrado ser los principales 

contribuyentes de su actividad antioxidante (Zhang et al., 2011; Skotti et al., 2014). Análisis de compuestos 

fitoquímicos realizados en diferentes extractos de M. oleifera han demostrado que poseen compuestos 

antioxidantes (Ali et al., 2004; Shahriar et al., 2012). Las propiedades biológicas como la actividad 

antioxidante y anti-inflamatoria han demostrado tener un papel como moduladores durante el proceso 

de reparación tisular, y sea ha determinado que su correcto equilibrio durante los procesos de reparación 

tisular puede llegar a promover el proceso de regeneración mayoritariamente al de cicatrización, evitando 

así la aparición de cicatrices excesivas o fibrosis en el sitio lesionado (Hou et al., 2020). Es cierto que el 

equilibrio redox de las células es delicado y que un exceso de compuestos antioxidantes y anti-

inflamatorios podrían llegar a ser perjudiciales (Dean, et al., 1997; Dunnill et al., 2017), sin embargo, 

basándonos en los resultados obtenidos de la viabilidad celular en los fibroblastos CCD-1112sk, así como 

en las células HEK-BlueTM TGF- β evaluadas en este trabajo, los hidrogeles mostraron propiedades 

antioxidantes y anti-inflamatorias seguras para las células. 

Como se analizó en este trabajo, diferentes factores y moléculas orquestan la reparación tisular. El factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β) es una citocina que existe como tres isoformas diferentes (TGF-

β1, 2 y 3) y desempeña funciones críticas en la cicatrización de heridas y la fibrosis (Pakyari et., 2013). 

Además, se ha reportado que específicamente la sobreexpresión de TGF- β1 disminuye el nivel de glutatión 

intracelular y estimula la producción de ROS (Sugiura et al., 2009). La evaluación in vitro del potencial 

neutralizante de TGF- β de los hidrogeles se llevó a cabo mediante el sistema de células reportadoras HEK-

BlueTM TGF-β y el reactivo QUANTI-BlueTM. Se evaluó la acción de los hidrogeles sobre los niveles 

reportados de TGF-β de las células, usando medio de cultivo DMEM recuperado después de 3 horas en 

contacto con los hidrogeles. Sin embargo, al estimular las células con TGF-β para proveer un ambiente 

celular de sobreexpresión de esta citocina y tratarlos con el medio pretratado de los hidrogeles, no se 

observó capacidad neutralizante de los hidrogeles sintetizados con las concentraciones de NAC y M. 

oleifera que ensayos previos demostraron neutralización. Esto pudo ser debido a que la cantidad liberada 

de compuestos bioactivos al medio de cultivo no fue la suficiente para ejercer su actividad de 
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neutralización. Esta disminución en la actividad neutralizante puede deberse a los procesos fisicoquímicos 

que se llevaron a cabo para la síntesis de los hidrogeles y su interacción con los compuestos poliméricos. 

Diferencias en la actividad de neutralización al tratar directamente a las células con los compuestos 

bioactivos en comparación con los hidrogeles, se atribuyen a que su biodisponibilidad no es la misma al 

estar atrapados dentro de una matriz polimérica, sin embargo, no se esperaba que esto afectara en su 

totalidad su acción neutralizante. Por lo que, se decidió evaluar el tratamiento en células no estimuladas 

con TGF-β esto con el fin de conocer si la liberación de NAC y M. oleifera de los hidrogeles eran capaces 

de neutralizar un estado basal de producción celular de TGF-β. Durante esta evaluación, sí se observó una 

disminución significativa en la densidad óptica del reactivo QUANTI-BlueTM en las células tratadas con los 

hidrogeles Alg-40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC, siendo la condición de Alg-40NAC la que 

tuvo absorbancias inferiores asociadas a una mayor capacidad de neutralizar TGF-β del medio extracelular. 

No se observó capacidad de neutralización con los hidrogeles Alg-0.1%MO, al contrario que al tratar las 

células con la solución de 0.1% w/v de M. oleifera. Lo cual sugiere que sí existe una interacción entre el(los) 

compuesto(s) en M. oleifera que neutraliza(n) TGF-β con la matriz polimérica de alginato. Los hidrogeles 

sintetizados en este trabajo demostraron neutralizar el TGF-β producido por células en condiciones 

basales, sin embargo, es necesario realizar estudios donde los hidrogeles puedan estar contacto directo 

con el sistema biológico reportador de TGF-β, para confirmar su capacidad de neutralización cuando existe 

una producción excesiva de TGF-β. 

Por último, se llevaron acabo pruebas de viabilidad y proliferación celular por 3, 6 y 10 días en fibroblastos 

dérmicos de ratón L929, esto con el fin de saber la biocompatibilidad de los hidrogeles sintetizados para 

ensayos in vivo en un modelo murino. Conociendo las características fisicoquímicas, biológicas, su 

potencial neutralizante de TGF-β y su biocompatibilidad, se escogieron las siguientes condiciones: Alg, Alg-

40NAC, Alg-0.1%MO-40NAC y Alg-0.5%MO-40NAC para evaluarlas con las células L929. Las pruebas de 

viabilidad celular mediante el reactivo MTT en las células L929 durante las primeras 24 h mostraron 

resultados satisfactorios, ya que ninguno de los hidrogeles evaluados resultó citotóxico. Además, como se 

esperaba, la viabilidad celular aumentó considerablemente en los hidrogeles con NAC, cumpliendo con la 

misma respuesta que en las evaluaciones que se realizaron con los fibroblastos CCD-1112sk y las células 

HEK-BlueTM TGF- β. Por otro lado, los resultados de la proliferación de las células viables en contacto con 

los hidrogeles en las condiciones de Alg y Alg-40NAC, se mantuvieron constantes a lo largo de 3, 6 y 10 

días, un aumento considerable de las células viables solo se observó en los hidrogeles de Alg-0.1%MO-

40NAC durante los días 6 al 10. Por el contrario, cuando se trataron las células con los hidrogeles de Alg-

0.5%MO-40NAC se observaron efectos citotóxicos desde el día 3 con una disminución de la viabilidad 

celular en comparación con Alg. La disminución de la proliferación celular en Alg-0.5%MO-40NAC puede 
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atribuirse a una liberación prolonga de compuestos del extracto de M. oleifera, aunque se reportó la 

liberación en un 70 % de los compuestos fenólicos de M. oleifera durante los primeros 30 min en medios 

acuosos (Rubio-Elizalde et al., 2019), otros componentes del extracto pudieron quedar atrapados dentro 

de la matriz liberándose lentamente causando citotoxicidad. Por otro lado, los resultados sugieren que la 

NAC es liberada casi en su totalidad después de 24 h, ya que no se observó un aumento en la viabilidad 

celular después de 3 días, ni su efecto citoprotector con 0.5 % m/v de M. oleifera.  Sin embargo, análisis 

para determinar el contenido de fitoquímico del extracto de M. oleifera, así como de liberación tanto de 

NAC y M. oleifera se requieren para confirmar esta hipótesis. Las evaluaciones realizadas en este trabajo 

muestran que los hidrogeles de alginato de calcio suplementados con NAC y M. oleifera poseen 

propiedades para promover la regeneración tisular.  
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Capítulo 5. Conclusiones  

En los estudios realizados en este trabajo, se establecieron y analizaron diferentes concentraciones del 

extracto acuoso de M. oleifera y NAC que demostraron potencial de neutralización de TGF-β, con los que 

se desarrollaron hidrogeles de alginato de calcio. 

Los hidrogeles compuestos con Alg-MO-NAC demostraron su biocompatiblidad al duplicar la viabilidad 

celular de los fibroblastos de piel humana y de ratón durante las primeras 24 h con respecto a los 

hidrogeles de Alg, lo que se atribuyó principalmente al efecto antioxidante de la NAC.  Resultaron ser 

hemocompatibles respecto al porcentaje de lisis de eritrocitos, tal como lo establece la ISO 10993-4, 

teniendo menos del 5 % de hemólisis. Aunque todos los hidrogeles resultaron hemocompatibles, Alg-MO-

NAC demostró porcentajes de hemólisis inferiores en comparacion con Alg-NAC. 

Durante la realización de los hidrogeles estos demostraron ser excelentes vehículos para la NAC y M. 

oleifera ya que los compuestos activos fueron capaces de liberarse de la matriz polimérica al estar en 

contacto con medio de cultivo y las diferentes líneas celulares. La liberación de estos compuestos 

bioactivos de los hidrogeles permitió la neutralización del TGF-β secretado de las células cuando no existía 

sobreexpresión. 

Respecto a la absorción de agua los hidrogeles obtuvieron porcentajes suficientes para absorber exudados, 

encaminar la hemostasia y mantener una húmeda herida para su correcta reparación. Derivado de la 

reacción entre el calcio del alginato con el grupo sulfhidrilo de NAC, permitieron que los hidrogeles Alg-

MO-NAC formaran mas rápidamente y mantuvieran un coágulo sanguíneo estable. 

Tanto la NAC como M. oleífera proveyeron capacidad de eliminar radicales libres asociada a la actividad 

antioxidante a los hidrogeles. Los hidrogeles de Alg-MO-NAC demostraron mayor actividad antioxidante 

con respecto a los de Alg-MO, con base al porcentaje de inhibición de ABTS•+. Los hidrogeles Alg-MO-NAC 

obtuvieron porcentajes de remoción del radical óxido nítrico de hasta el 73 %, lo que se asociada a 

propiedades anti-inflamatorias. 

En este trabajo se obtuvieron hidrogeles de alginato de calcio con actividad antioxidante, anti-inflamatoria 

y neutralizante de TGF-β, los cuales demostraron ser biocompatibles y poseer propiedades fisicoquímicas 

como absorción de agua y capacidad hemostática. Por lo tanto, los biomateriales fabricados demostraron 

su potencial para su aplicación en regeneración tisular y para futuras evaluaciones in vivo.  
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