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1. RESUMEN

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud representan un problema frecuente en
pacientes con heridas cutaneas y quemaduras, donde los apositos convencionales pueden
ocasionar dafio adicional al tejido durante su remocion. Por ello, las membranas
electrohiladas elaboradas con materiales biodegradables y biocompatibles han surgido
como una alternativa prometedora para aplicaciones en regeneracion cutanea y cuidado
de heridas. El objetivo de este estudio fue desarrollar y evaluar una membrana
electrohilada compuesta de alcohol polivinilico (PVA), kefirdn y schizophyllan,
incorporada con gentamicina y acido ascorbico, con potencial aplicaciéon como apdsito
para heridas. El kefiran fue obtenido a partir de kéfir con un rendimiento de extraccion de
0.61 %. Posteriormente, las soluciones poliméricas fueron procesadas mediante
electrohilado, obteniéndose membranas con fibras libres de perlas. Las fibras obtenidas
tuvieron diametros promedio cercanos a 400 nm. La actividad antimicrobiana de las
membranas fue evaluada frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa,
observandose halos de inhibicion de 16.4 + 2.2 mm contra Pseudomonas aeruginosa,
mientas que no presentaron actividad contra Staphylococcus aureus. Ademas, los ensayos
de citotoxicidad realizados en fibroblastos humanos HDFn demostraron ausencia de
efectos citotoxicos significativos. Los resultados obtenidos indican que las membranas
desarrolladas poseen propiedades estructurales, antimicrobianas y de biocompatibilidad
adecuadas, por lo que presentan potencial para su futura aplicaciéon como apdsitos para

heridas.



ABSTRACT

Healthcare-associated infections represent a frequent problem in patients with skin
wounds and burns, where conventional dressings may cause additional tissue damage
during removal. For this reason, electrospun membranes made from biodegradable and
biocompatible materials have emerged as a promising alternative for wound care and skin
regeneration applications.  The aim of this study was to develop and evaluate an
electrospun membrane composed of polyvinyl alcohol (PVA), kefiran, and schizophyllan
loaded with gentamicin and ascorbic acid, with potential application as a wound dressing.
Kefiran was obtained from kefir with an extraction yield of 0.61%. The polymeric
solutions were processed by electrospinning, obtaining beadless fibers. These fibers had
average fiber diameters close to 400 nm. The antimicrobial activity of the membranes was
evaluated against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, showing
inhibition halos of 16.4 + 2.2 mm against Pseudomonas aeruginosa, whereas there was
no antimicrobial activity observed against Staphylococcus aureus. In addition,
cytocompatibility assays performed on HDFn human fibroblasts demonstrated the
absence of significant cytotoxic effects.
The obtained results indicate that the developed membranes possess suitable structural,
antimicrobial, and biocompatibility properties, demonstrating their potential for future

application as wound dressings.



2. INTRODUCCION

La cicatrizacion crénica de heridas, un proceso prolongado que puede extenderse
hasta 12 semanas, enfrenta desafios significativos debido a la susceptibilidad a infecciones
bacterianas (causadas por Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa), lo que
afecta negativamente el sistema inmunologico (Avizheh et al., 2019). Estas infecciones,
comunes en heridas quirtrgicas y otros tipos de lesiones en piel, retrasan la curacion e
incrementan los costos médicos. Los antibidticos, administrados topicamente, oralmente

o por via intravenosa, pueden reducir la colonizacion bacteriana y acelerar la cicatrizacion

(Heal et al., 2016; Trilla, 2018).

Los apositos avanzados, que incorporan firmacos o agentes bioldgicos, son
efectivos para proteger heridas, aliviar el dolor y optimizar la regeneracion al interactuar
con células y agentes infecciosos (Ambekar & Kandasubramanian, 2019). Entre los
antibioticos destacados, la gentamicina, con actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram positivas y negativas, presenta una baja resistencia bacteriana, lo que la hace

adecuada para apositos externos (Huang et al., 2020; Oesterreicher et al., 2018).

El electrohilado, una tecnologia clave para producir nanofibras con alta superficie
especifica y porosidad, ha sido ampliamente investigado para la administraciéon de
compuestos activos (Bhardwaj & Kundu, 2010). Los polisacéridos, como el kefiran, son
materiales prometedores por su biodegradabilidad y propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y cicatrizantes (Dailin et al., 2016; Egea et al., 2020). Por su parte, el dcido
ascorbico actlia como antioxidante y estimula la sintesis de coldgeno, crucial para la

reparacion de tejidos y reduccion de lesiones por estrés oxidativo (Pielesz et al., 2017).

Este proyecto tuvo como objetivo desarrollar un apoésito electrohilado a base de
kefiran, schizophyllan y PVA incorporado con gentamicina y acido ascorbico, evaluando
sus propiedades fisicoquimicas, su actividad antimicrobiana frente a S. aureus y P.

aeruginosa, asi como su citocompatibilidad en fibroblastos humanos HDFn.



3. ANTECEDENTES

3.1 Biopolimeros

Los biopolimeros son sustancias orgdnicas presentes en fuentes naturales. El
término biopolimero se origina de la raiz griega bios que significa “vida” y polus meros
que significa “muchas partes” (Baranwal et al, 2022). Segin la ITUPAC (Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada), los biopolimeros se derivan de la biomasa o
se producen a partir de monomeros de su derivacion (Pereira de Mesquita et al., 2022).
Por otro lado, la definicion de la Asociaciéon Europea de Bioplasticos considera como
biopolimeros tanto a las macromoléculas sintetizadas a partir de al menos un mondémero
procedente de recursos sostenibles como a los polimeros que son biodegradables

independientemente del origen de sus materias primas (De Luca et al., 2023).

Los biopolimeros pueden clasificarse por la fuente de donde provienen como
polimeros naturales o sintéticos (Jabeen & Atif, 2024). Los biopolimeros naturales pueden
derivarse de fuentes biologicas como plantas, animales y microorganismos, mientras que
los sintéticos pueden elaborarse a partir de materiales naturales como azucar, almidon,

aceites y grasas (Sinha, 2024).

Algunas de las ventajas de los biopolimeros sintéticos son la biocompatibilidad,
buena reproducibilidad, buena estabilidad mecéanica y quimica. Asimismo, las ventajas de
los biopolimeros naturales incluyen la biocompatibilidad, baja o nula toxicidad,
bioadhesion, biodegradabilidad, son renovables bioldégicamente y biofuncionales

(Baranwal et al., 2022).

Otra clasificacion de los polimeros es gracias a su estructura y funciones, las cuales
dividen a los biopolimeros en polinucle6tidos, polipéptidos y polisacaridos (Fatehi et al.,

2023).

Los polinucleétidos son formados por mondémeros de nucledtidos, por ejemplo,
ADN y ARN. En cambio, los polipéptidos son formados por monémeros de aminoacidos,

por ejemplo, el coldgeno. Finalmente, los polisacaridos son aquellos que contienen



estructuras de carbohidratos, por ejemplo, almidon, celulosa y goma arabiga, entre otros

(Hudiyanti et al., 2022).

Debido a que los biopolimeros son biocompatibles y biodegradables, esto los hace
utiles en diferentes aplicaciones, como recubrimientos comestibles, emulsiones,
materiales de embalaje en la industria alimentaria y como vehiculos de transporte de
medicamentos, implantes médicos como 6rganos, cicatrizacion de heridas, andamios de

tejidos y apositos en industrias farmacéuticas (Baranwal et al., 2022).

3.1.1 Biopolimeros microbianos

Los microorganismos son capaces de sintetizar una amplia gama de biopolimeros
que cumplen diversas funciones biologicas. Dependiendo de su naturaleza, se
diferencian de los polimeros sintéticos convencionales por propiedades clave
especificas, como la biofuncionalidad (estereoselectividad), la biocompatibilidad y la
biodegradabilidad, lo que los hace muy utiles o incluso irreemplazables en muchas
areas. Estos biocompuestos se pueden utilizar para la produccion de productos
quimicos basicos (productos de gran volumen y bajo valor) y productos quimicos

especiales (productos de bajo volumen y alto valor) (Paul et al., 2020).

Los biopolimeros microbianos como poliésteres, poliamidas y polisacaridos se
producen con éxito a partir de cultivos puros, mutantes seleccionados del laboratorio u
organismos modificados genéticamente. Los biopolimeros van desde fluidos viscosos
hasta bioplésticos. La masa molecular y la composicion del biopolimero deciden sus

propiedades fisicas. (Verma et al., 2020).

Los biopolimeros se obtienen a partir de una amplia gama de microorganismos.
Los polimeros microbianos se producen por fermentacion o por polimerizacion
quimica de monomeros. Los materiales plasticos sintéticos no biodegradables se
pueden sustituir por una fuente renovable, biodegradable y respetuosa con el medio
ambiente que se puede transformar en productos diferentes, como los productos
bioquimicos obtenidos por fermentacion del aziicar. Los microorganismos producen
biopolimeros mediante la acumulacion de compuestos extracelulares como los
exopolisacaridos (EPS) y se utilizan en las industrias alimentaria, quimica, cosmética

y de embalajes como adhesivos, absorbentes y lubricantes (Verma et al., 2020).



3.1.2 Consorcios microbianos

En la naturaleza, los microorganismos viven en forma de una comunidad
compleja llamada “consorcio” que les permite realizar tareas que son imposibles para
un solo microorganismo. Imitando a los consorcios naturales, los cientificos e
ingenieros estdn realizando esfuerzos continuos para construir sistemas de cocultivo
artificial con fines biotecnoldgicos. Muchos estudios sobre cocultivo microbiano han
presentado sus ventajas sobre el cultivo puro en términos de productividad y economia

de procesos (Bhatia et al., 2018).

3.2 Kéfir
El kéfir tiene su origen en las montafias del Caucaso, Tibetano o Mongolia, donde
antes del 2000 a.C. los granos ya se pasaban tradicionalmente de generacion en generacion

entre las tribus del Caucaso, considerdndose una fuente de riqueza familiar.

El kéfir se diferencia de otros productos fermentados porque se produce a partir de
granos de kéfir que comprenden una mezcla especifica y compleja de bacterias
productoras de acido lactico y 4cido acético, y levaduras fermentadora y no fermentadoras

de lactosa, que viven en una asociacion simbiotica (Rosa et al., 2017).

Los principales ingredientes del kéfir son el acido lactico, el etanol y el CO». Se
elabora a partir de la fermentacion de formas tradicionales y comerciales de granos de
kéfir con cualquier tipo de leche pasteurizada semidesnatada o desnatada (cabra, oveja,
vaca, camello, btfalo). Los granos de kéfir estdn compuestos por diferentes microflora
que se acumulan en la matriz de polisacaridos y proteinas, incluyendo bacterias acido
lacticas (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parabuchneri y
Acetobacter lovaniensis) y levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces
lactis. Las bacterias convierten la lactosa en &cido lactico, disminuyendo el pH de la leche

y las levaduras producen etanol y CO- a partir del acido lactico (Sharifi et al., 2017).

3.2.1 Kefiran

El kefiran es un polisacéarido extracelular con muchos grupos hidroxilo, obtenido
de los microorganismos presentes en los granos de kéfir y producido por varias especies
de Lactobacillus, entre ellas: L. kefiranofaciens, L. kefirgranum, L. parakefir, L. kefir
y L. delbrueckii subsp. bulgaricus.



Este biopolimero comestible, un glucogalactano ramificado soluble en agua con
cantidades aproximadamente iguales de D-glucosa y D-galactosa en una cadena
secuencia, ha atraido recientemente muchas atenciones debido a sus caracteristicas
Unicas como comportamiento reoldgico, biodegradabilidad, biocompatibilidad,
seguridad, efecto emulsionante, efecto estabilizador, resistencia a la hidrdlisis,
propiedades de barrera y mecénicas, y permeabilidad al vapor de agua (Moradi &

Kalanpour, 2019).

Se han reportado caracteristicas del kefiran, como propiedades antibacterianas,
antifingicas y antitumorales. El polimero obtenido de los granos de kéfir es una

alternativa prometedora para varias aplicaciones biomédicas (Radhouani et al., 2018).

3.3 Infecciones asociadas a la atencion de la salud en México

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) se definen como
infecciones localizadas o sistémicas que ocurren en un paciente durante el proceso de
atencion en un hospital y que no estaban presente o en incubacion en el momento del
ingreso (Tolera et al., 2020). El término “infeccion asociada a la atencion de la salud” ha
reemplazado al término “infeccion nosocomial” o “adquirida en el hospital”, debido a que,
como los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) enfatizan, las
IAAS pueden surgir del uso de dispositivos médicos, complicaciones de procedimientos
quirargicos y transmision entre pacientes y trabajadores de la salud (Sydnor & Perl, 2011).
La mayoria de las infecciones asociadas a la atencién médica se manifiestan a las 48 horas
o mas después del ingreso. La infeccion también puede prevalecer después del alta porque
el paciente ha sido colonizado o infectado mientras estaba en el hospital, pero el periodo
de incubacion del patogeno excede la estadia del paciente en el hospital (Tolera et al.,

2020).

Los tipos comunes de IAAS son la infeccion del sitio quirtrgico (21.8%), la
neumonia (21.8%), las infecciones sistémicas (0.2%), las infecciones gastrointestinales
(17.1%), la infeccion del tracto reproductivo (0.6%), las infecciones cardiovasculares
(1.2%), las infecciones del sistema nervioso central (0.8%), las infecciones de la piel y los
tejidos blandos (3.2%), las infecciones de los huesos y las articulaciones (1.0%), las

infecciones de la boca (5.6%), las infecciones del tracto respiratorio inferior (4.0%), las



infecciones primarias del torrente sanguineo (9.9%), las infecciones de ojos, oidos, nariz,

garganta e infecciones urinarias (12.9%) (Ikramullah et al., 2023).

Debido al inadecuado uso de antimicrobianos, los patdgenos nosocomiales han
dejado de ser microorganismos facilmente tratables y son ahora altamente resistentes, lo
cual representa un problema de gran importancia para la prevencion y el control de las

IAAS (Rincon Leon & Navarro Fuentes, 2016).

En México, segiin la OMS, se calcula que 450 mil casos de infeccion relacionada
con la atencion sanitaria causan 32 muertes por cada 100 mil habitantes por afio (cuyo

costo de atencion anual se aproxima a los 1,500 millones) (Rodriguez Salgado, 2018).

En febrero de 2017, la OMS publicé una lista de microorganismos resistentes a los
antibidticos para los que se considera urgente el desarrollo de nuevos tratamientos
antimicrobianos. Esta lista incluye microorganismos del grupo ESKAPE: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa 'y Enterobacter spp. Este grupo de microorganismos es de gran
relevancia debido a su intrinseca y extensa resistencia a los antibioticos, ademas de ser
capaces de adquirir multiples genes que les confieren resistencia a multiples farmacos
(Alvarez-Ainza et al., 2024). Aunado a esto, se consideran la causa de la mayoria de las
infecciones asociadas a la atencion médica (IAAS), especialmente en pacientes

gravemente enfermos e inmunodeprimidos (Ayobami ef al., 2022; Ma et al., 2020).

En México, se identificod que entre los principales microorganismos aislados en
48,377 infecciones asociadas a la atencion de la salud en hospitales del Instituto Mexicano
del Seguro Social se encontraban P. aeruginosa (10.9 %)y S. aureus (9.8 %) (Arias Flores

etal.,2016).

3.3.1 Microorganismos que afectan piel
Entre los microorganismos del grupo ESKAPE, se encuentran algunos que
pueden causar infecciones en piel, como lo son Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus spp., son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5 pm de didmetro, se

agrupan en racimos, son inmoviles, anaerobios facultativos, fermentadores de glucosa,



catalasa positivo y oxidasa-negativo con contenido de G+C del 30 a 39% y se
consideran oportunistas (Garcia et al., 2019). S. aureus es la bacteria mas comun que
causa infecciones dentro y fuera de los hospitales. Es responsable de millones de
muertes cada afio en todo el mundo. El tratamiento de infecciones por S. aureus se
volvié mas dificil y costoso debido a la creciente tasa de cepas resistentes a la
meticilina, que ahora son responsables de muchas infecciones adquiridas en hospitales

y en la comunidad (Gaifer et al., 2021).

En México, la vigilancia epidemioldgica de las infecciones asociadas con la
atencion de la salud esta a cargo de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica
(RHOVE). Esta plataforma report6 un total de 61,969 casos notificados de infecciones
asociadas con la atencion de la salud en México durante 2015. De igual manera,
notificd que la mortalidad en pacientes infectados con S. aureus varié de 5-70%

(Torres et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa formadora de
biopeliculas frecuentemente detectada en heridas de la piel, especialmente en regiones
mas profundas de los lechos de las heridas. Las heridas infectadas por este
microorganismo se caracterizan por grandes areas de lesion y un proceso de curacion
tardio. Esto, asociado con el hecho de que P. aeruginosa presenta resistencia intrinseca
y adquirida a antibioticos, hace que el manejo clinico de heridas infectadas por este

patdgeno sea un gran desafio. (Ferro et al., 2019)

Pseudomonas aeruginosa posee muchos factores de virulencia como pili,
lipopolisacarido (LPS), enzimas extracelulares, exotoxinas, flagelo y cinco tipos de
sistemas de secrecion (TSSs). Esta bacteria tiene un solo flagelo polar que es crucial

para la motilidad, quimiotaxis y adhesion (Garcia ef al., 2018).

3.4 Biomateriales en biomedicina

Segun la Sociedad Europea de Biomateriales, un biomaterial se define como una

sustancia distinta de un farmaco o una combinacion de varias sustancias (de origen

sintético o natural) que puede utilizarse en cualquier momento como parte de un 6rgano,

para tratar, mejorar o restaurar funciones corporales. Es un grupo de materiales con

diferentes composiciones, estructuras y propiedades que afectan su aceptacion por el
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cuerpo y la capacidad de conectarse y regenerar tejidos humanos. Los biomateriales
desempefian un papel importante en el mercado mundial de dispositivos médicos,

estimado en 400 mil millones de délares (Oleksy et al., 2023).

Ademas de la biodegradabilidad, estos materiales revelaron algunas ventajas
destacadas como buena procesabilidad, estabilidad quimica, bajo costo de produccion y
conductividad eléctrica, lo que permitié que estos materiales se utilizaran en numerosos

campos de la ingenieria (Jadoun ef al., 2021).

Las dos formas mas comunes de clasificar los biomateriales se basan en su estructura
quimica (metal, cerdmica, polimero y compuestos) y en su grado de interaccién con el

entorno bioldgico (inerte, bioactivo, bioreabsorbible) (Marin ef al., 2020).

De igual manera, los biomateriales naturales se derivan de animales, microbios o
plantas. Estos biomateriales son tipicamente similares a las sustancias macromoleculares
que estan sintetizadas para las rutas metabdlicas. Como resultado, disminuyen los
problemas de toxicidad y de reacciones inflamatorias cronicas provocadas por muchos

polimeros sintéticos.

El proceso de cicatrizacion de heridas se divide en inflamacion, proliferacion y
remodelacion. El objetivo del tratamiento de la herida es curar la herida en el menor
tiempo posible para prevenir infecciones y minimizar el dolor, la incomodidad y las
cicatrices. El tratamiento exitoso de una herida debe asegurar que la cantidad de tejido

necrotico se reduzca y que se evite la invasion microbiana.

Los polisacéaridos son biopolimeros naturales que son econémicos y la mayoria de
ellos son facilmente degradables. Los biomateriales basados en polisacéridos utilizados
para el cuidado de heridas pueden clasificarse en varias categorias: neutros (B-glucanos,
dextranos, celulosa), acidos (4cido algico, acido hialurénico), basicos (quitina, quitosano)
o sulfatados (heparina, heparan sulfato, sulfato de condroitina, dermatéan sulfato, queratan

sulfato) (Aramwit, 2016).

Un aposito es cualquier material empleado para cubrir, proteger y curar heridas de
un tejido dafiado (Valencia Gomez ef al., 2016). Los materiales para apositos en heridas

deben actuar como barrera fisica semipermeable a la humedad y el oxigeno, protegiendo
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a esta contra la presencia de microorganismos causantes de infecciones (Mogosanu &
Grumezescu, 2014). Los apositos para heridas juegan un papel importante en la gestion
de la cicatrizacion, en particular, los apdsitos elaborados con polimeros se utilizan
ampliamente para heridas exudativas; ya que, por lo general, estos apositos son

biodegradables, biocompatibles y no toxicos para la piel (Valencia Gomez et al., 2016).

Los apositos de celulosa modificada para heridas pueden incorporar moléculas
activas como enzimas, factores de crecimiento, agentes antimicrobianos, antioxidantes,
hormonas, vitaminas y otros agentes que pueden beneficiar en el proceso de cicatrizacion

(Aramwit, 2016).

3.4.1 Electrohilado

De acuerdo a registros antiguos, desde la época de los griegos y los romanos se
utilizaban fibras con fines biomédicos. Ellos utilizaban la seda de arafa para curar
heridas entre los siglos IX y I a.C., pero la evidencia registrada mas antigua proviene
de las obras de Plinio el Viejo, que sefald que las telaraias estimulaban los procesos
de curacion de las heridas de la piel (Marin et al., 2020). Hoy en dia, se utilizan
diferentes métodos para sintetizar fibras de tamafio micrométrico o nanométrico para

su aplicacion en biomedicina.

El electrohilado es un proceso electrohidrodinamico que utiliza la extrusion y
elongacion de finos filamentos provenientes de soluciones poliméricas mediante una
fuerza eléctrica. Los elementos clave de un sistema de electrohilado incluyen un
inyector, un colector y una fuente de alto voltaje. El mecanismo de inyeccion
generalmente consiste en una aguja metalica conectada a una jeringa que contiene una
soluciéon polimérica disuelta en un solvente (conocida como solucion de
electrohilado). Al aplicar un voltaje en el rango de 5-60 kV entre la aguja y un
colector metalico conectado a tierra, se inducen cargas eléctricas en la superficie de
la gota de polimero situada en la punta de la aguja. Esta gota se deforma y adopta una
forma conica, denominada cono de Taylor. Si la fuerza eléctrica excede la tension
superficial del liquido, se produce la extrusion de un filamento polimérico desde la

punta del cono de Taylor, el cual es atraido hacia el colector. Durante esta etapa, el
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filamento se estira ain mas y el solvente se evapora, resultando en una red de fibras

no tejidas sobre el colector (Zhang et al., 2017).

La técnica de electrohilado se ha utilizado con éxito en la fabricacion de
membranas porosas dentro del ambito de la ingenieria de tejidos. Las membranas y
los andamios obtenidos mediante electrohilado presentan una amplia variedad de
aplicaciones biomédicas, incluyendo la liberacion de fArmacos, apositos para heridas

e injertos vasculares, entre otras. (Trinca et al., 2017).

3.5 Ensayos bioldgicos
La palabra “biocompatibilidad” tiene dos raices: bio-, que significa “vida” y
compatibilidad, “capaz de existir en armonia” (del latin compatibilis). Vida implica “vivo”

y armonia implica una coexistencia mutuamente beneficiosa (Crawford et al., 2021).

En funcion de su comportamiento en contacto con tejidos vivos, los biomateriales
poliméricos se pueden dividir en categorias bioestables, bioadsorbibles (degradables o
reabsorbibles) y parcialmente bioadsorbibles. Aquellos biomateriales que tienen contacto
directo con tejido humano o animal, requieren de ensayos biologicos que permitan medir
la actividad bioldgica deseada en base al agente adicionado para la activacion del
dispositivo, asi como de pruebas que aseguren la biocompatibilidad del mismo. (Bernard

etal., 2018).

3.5.1 Actividad antimicrobiana
Los agentes antimicrobianos incluyen antibidticos, compuestos de amonio

cuaternario, iones/0xidos metalicos y péptidos antimicrobianos (AMP).

El desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, como materiales avanzados en
forma pura o hibrida, capaces de prevenir y tratar infecciones resistentes a multiples

farmacos, es cada vez mas necesario (Marti ef al., 2018).

La evaluacion de la actividad biologica de los antibidticos es crucial para
determinar la susceptibilidad a estos agentes, y también resulta fundamental para
identificar nuevos antimicrobianos. Los productos naturales, ya sean compuestos
puros o extractos de origen vegetal, ofrecen amplias posibilidades para desarrollar

aditivos innovadores y tratamientos farmacologicos adecuados, gracias a su vasta
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diversidad quimica. En la actualidad, existen multiples métodos para evaluar su
actividad antimicrobiana. Dado que estos métodos no se basan en los mismos
principios, los resultados pueden variar en funcion del método empleado, los
microorganismos seleccionados y las caracteristicas del proceso de extraccion o la

solubilidad de cada compuesto en estudio.

Los sistemas de prueba de antimicrobianos deberian ser idealmente simples,
rapidos, reproducibles, econdémicos y maximizar el rendimiento de la muestra para
hacer frente a un nlimero variado de extractos y fracciones. El Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) estandariz6 el método de diluciéon de agar para la
determinacion cuantitativa de antibidticos. CLSI también recomienda métodos de
dilucion de caldo para la determinacion inhibitoria, utilizando diferentes principios

para evaluar el crecimiento microbiano o su inhibicion (Klancnik et al., 2010).

3.5.2 Citotoxicidad
El proceso de curacion de heridas es conocido por su complejidad e interaccion de
diferentes tipos de células con componentes de la matriz que actuan juntos para

restablecer la estructura 3D y las funciones del tejido danado (Miguel et al., 2017).

Los ensayos de citotoxicidad in vitro se incluyen en los estudios de la primera fase
de evaluacion de los biomateriales y equipos médicos implantables. Una evaluacion de
citotoxicidad in vitro de ciertos dispositivos médicos puede mostrar cambios en la
morfologia celular, proliferacion y diferenciacion, asi como la interaccion entre las

células y el material (Vidal & Granjeiro, 2017).

Para los materiales en contacto con la piel, el uso de fibroblastos es relevante y
adecuado, ya que se informa que proporcionan resultados reproducibles y una buena
correlacion con las pruebas en animales, ademas de su papel fisiologico en el proceso

de curacion de heridas alrededor de los dispositivos implantados (Bernard et al., 2018).
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4. JUSTIFICACION

Las heridas cronicas y las lesiones severas de la piel representan un importante
problema de salud debido a su alta susceptibilidad a infecciones, las cuales pueden retrasar
el proceso de cicatrizacion, prolongar la estancia hospitalaria e incrementar los costos
asociados al tratamiento. Entre los principales microorganismos involucrados en estas
infecciones se encuentran Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, cuya
presencia puede comprometer significativamente la recuperacion del tejido afectado.
Ademas, la creciente aparicion de cepas resistentes a los antimicrobianos ha impulsado la
busqueda de nuevas estrategias para el manejo local de heridas.

Los apdsitos avanzados obtenidos por electrohilado constituyen una alternativa
prometedora a los tratamientos convencionales, ya que pueden actuar como barreras
protectoras y sistemas de liberaciéon de compuestos bioactivos. Asimismo, presentan alta
area superficial y porosidad, caracteristicas favorables para aplicaciones en el tratamiento
de heridas.

Por otra parte, existe un creciente interés en el empleo de biopolimeros para el
desarrollo de biomateriales. El kefiran y schizophyllan, son exopolisacaridos producidos
por microorganismos. Estos han demostrado propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y potencial bioactividad, caracteristicas que los convierten en posibles
candidatos para su incorporacion en sistemas destinados a la regeneracion de tejidos. Sin
embargo, debido a sus limitaciones para formar fibras estables por si solos, es necesaria
su combinacién con polimeros sintéticos biocompatibles como el PVA, ampliamente
utilizado en procesos de electrohilado por su capacidad de formar fibras homogéneas y
reproducibles.

La incorporaciéon de gentamicina proporciona actividad antimicrobiana frente a
microorganismos asociados a infecciones de heridas, mientras que el acido ascorbico
favorece procesos relacionados con la cicatrizacion. Por lo anterior, el desarrollo de
membranas electrohiladas de PVA/kefiran/schizophyllan incorporadas con estos
compuestos bioactivos representa una estrategia prometedora para la obtencion de
apositos avanzados. La evaluacion de sus propiedades fisicoquimicas, actividad
antimicrobiana y citocompatibilidad permitird determinar su potencial aplicacion en

regeneracion de tejidos.
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5. HIPOTESIS
Una membrana electrohilada de kefirdn incorporada con gentamicina y &cido
ascorbico presentard actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus 'y

Pseudomonas aeruginosa sin inducir efectos citotoxicos en células HDFn.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Elaborar un apoésito a base de kefirdn adicionado con gentamicina y &cido

ascorbico por electrohilado, con actividad antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa, y sin efecto citotoxico en fibroblastos humanos

HDFn.

6.2 Objetivos especificos
1. Producir y extraer el exopolisacarido (EPS) kefiran a partir de un consorcio de

microorganismos (Kéfir)

2. Optimizar los pardmetros para el proceso de electrohilado

3. Elaborar membranas por electrohilado incorporando el agente antimicrobiano

(gentamicina) y el agente antioxidante (acido ascérbico)
4. Caracterizar fisicoquimicamente las membranas obtenidas

5. Evaluar la actividad antimicrobiana de las membranas contra Staphylococcus aureus

y Pseudomonas aeruginosa

6. Evaluacion de citotoxicidad y proliferacion celular de las membranas en fibroblastos

humanos HDFn
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Identificacion de microorganismos presentes en el consorcio microbiano kéfir
La caracterizacion molecular de las comunidades microbianas presentes en las

muestras de kéfir y leche fermentada con kéfir (KefirMlk) se realiz6 mediante

secuenciacion de amplicones del gen 16S rRNA, especificamente de la region V4-V5,

utilizando tecnologia Illumina paired-end.

El ADN genoémico total fue extraido de las muestras y utilizado como molde para la
amplificacion por PCR empleando cebadores especificos con barcodes. Los productos de
PCR obtenidos fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% para
confirmar el tamafio esperado de los amplicones. Posteriormente, los productos
amplificados fueron purificados y cuantificados, realizandose la preparacion de
bibliotecas mediante reparacion de extremos, adicion de adenina en el extremo 3’ (A-

tailing) y ligacion de adaptadores Illumina.

La calidad y concentracion de las bibliotecas fueron evaluadas mediante Qubit, PCR
en tiempo real y bioanalizador. Las bibliotecas cuantificadas fueron agrupadas y
secuenciadas en una plataforma Illumina paired-end para generar lecturas crudas de 250

pb.

Los datos obtenidos fueron sometidos a control de calidad bioinformatico, incluyendo
ensamblaje de lecturas (reads merging), filtrado de calidad y eliminacion de secuencias
quiméricas, con el fin de obtener secuencias efectivas para el andlisis posterior. Las
secuencias fueron agrupadas en Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs) y
posteriormente anotadas taxonémicamente para determinar la composicion y abundancia

relativa de la microbiota presente en cada muestra.

El analisis ecoldgico microbiano incluyd la estimacion de diversidad o mediante los
indices Chaol y Shannon para evaluar riqueza y diversidad microbiana. Asimismo, se

realiz6 el andlisis de abundancia relativa a nivel de phylum y género/especie.
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7.2 Produccion y obtencion de kefiran

Los granos de kéfir, que fueron utilizados como cultivo iniciador fueron adquiridos
de una casa comercial en Monterrey, Nuevo Ledn. El indculo iniciador “starter” se obtuvo
cultivando los granos de kéfir en leche entera pasteurizada a diferentes concentraciones al
5%, 10%, 15% y 20% (p / v), renovandose diariamente durante 7 dias (Blandon et al.,
2018). Se determino el peso htimedo inicial de los granos. La conservacion del consorcio
se llevo a cabo en recipientes dentro de un gabinete cerrado, realizando cambios de medio

(leche entera) por medio fresco cada 48 h.

Al final del proceso, los granos de kéfir se recuperaron mediante filtracion, se lavaron
con agua destilada fria y se secaron cuidadosamente con papel de filtro. Posteriormente,
se llevo a cabo la extraccion del kefiran de los granos y se calcularon dos respuestas: el
aumento de la biomasa (ZajSek ef al., 2013) a través de la siguiente formula para calcular

el aumento de biomasa:

% Incremento de biomasa = pr_ipi x 100 (1)

Donde Pi y Pf son los pesos inicial y final, respectivamente. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

La extraccion se llevo a cabo mediante dos procedimientos. En el primer método, los
granos de kéfir se sumergieron en un vaso conteniendo agua caliente a 100 °C en una placa
de calentamiento con agitaciéon magnética. Se utilizé una proporcion de 10:1 (agua-kéfir)

y dichos granos se agitaron durante 1 h (Eda Ondul & Mahmut, 2021).

En el segundo procedimiento, se utiliz6 un tratamiento con agua caliente y ultrasonido
en donde los granos de kéfir se sumergieron primero en un vaso de precipitados que
contenia agua caliente a 50 °C en una proporcion de 10:1 (agua-kéfir) y luego, se
colocaron dentro de un bafo ultrasénico con una frecuencia de 34 kHz y durante 10 min

(Hasheminya & Dehghannya, 2020).

7.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI) de la gentamicina
La concentracién minima inhibitoria (CMI) de la gentamicina se evalué mediante el

método de microdilucién en placa. Primeramente, se inocularon las cepas de S. aureus
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BAA-44 y P. aeruginosa ATCC 27853 en caldo nutritivo (CN) por 16 h a 37 °C.
Posteriormente, la concentracion celular de los indculos se ajust6 a 0.5 en la escala de Mc
Farland utilizando un espectrofotometro UV/Visible DU 650 (Beckman Coulter) a 625
nm (Ardekani et al., 2019).

Se afadieron 20 pL de un cultivo de 108 UFC mL™! a una placa estéril de 96 pocillos.
La gentamicina se diluy6 en caldo nutritivo (CN) y se afiadieron a los pocillos para dar
concentraciones finales de antibiotico de 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 mgmL-'. Los pocillos
de control positivo contuvieron el medio liquido correspondiente y células antibiotico,
mientras que los pocillos de control negativo contuvieron solo el medio liquido
correspondiente. La densidad oOptica (DO) se mididé a 595 nm utilizando un lector de
microplacas EZ Read 2000 (Biochrom) y se leyé nuevamente después 24 h de incubacion
a 37 °C. La CMI se determin6 como la concentracion antibidtico mas baja a la que la DO
a las 24 h del in6culo permaneci6 igual o disminuy6 en comparacion con la lectura inicial

(Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021; Syal et al., 2017).

7.4 Elaboracion de membranas por electrohilado
7.4.1 Preparacion de las soluciones poliméricas

Se realizaron dos preparaciones como control para el proceso de electrohilado. La
primera solucion polimérica se prepar6 con un 8 % de alcohol polivinilico (PVA) en
agua destilada; esta solucion se utilizé como control del polimero guia y se denomind
SP. La segunda solucion polimérica consistio en una preparacion de 8 % de PVA, 1 %

de schizophyllan y 1 % de kefiran en agua destilada; esta se denominé SPKS.

Finalmente, se prepar6 una solucion de 8 % de PVA, 1 % de schizophyllan y 1 %
de kefiran en agua destilada y se afladi6 una concentracion de 30.42 uM de éacido
ascorbico. Por ultimo, se afiadid una cantidad seis veces mayor que la CMI de
gentamicina determinada previamente. Esto se debi6 a estudios previos en los que se
observd una pérdida de actividad tras el proceso de electrohilado. Esta ultima solucién
se denomind SPKS-GA. Las soluciones poliméricas y las membranas obtenidas se

resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion de las soluciones poliméricas y las membranas electrohiladas correspondientes.

Codigo de Composicion polimérica Aditivos Codigo de la
solucion membrana
electrohilada
SP 8% w/v PVA en agua destilada - MP
SPKS 8% w/v PVA, 1% w/v - MPKS

schizophyllan, 1% w/v kefiran
en agua destilada

SPKS-GA 8% w/v PVA, 1% w/v Acido ascérbico y MPKS-GA
schizophyllan, 1% w/v kefiran gentamicina (6x
en agua destilada CMI)

7.4.2 Caracteristicas de las soluciones poliméricas
Se registraron los valores de conductividad con un conductimetro (Corning
Pinnacle 542), viscosidad (Koehler K447-BR) y pH con un potenciometro (Beckman

390pH), en condiciones ambiente.

7.4.3 Electrohilado

Se probaron las principales condiciones que influyen en el proceso del electrohilado
en un equipo Standard Unit NEU-01 (Shenzhen Tong Li Tech Co). Para esto, se aplicd
un Disefio factorial 2° con punto central para poder determinar los parametros de
electrohilado efectivos (Solis Arevalo ef al., 2019). En este disefo factorial se vario lo
siguiente: velocidad de flujo (0.5-2.0 mLh"), distancia a colector (10-20 cm), voltaje
aplicado (5-20 kv) de acuerdo con lo reportado en la literatura para obtener membranas
con fibras de didmetro en escala nano o micrométrico con las soluciones elaboradas en
el punto 7.4.1. Posteriormente, se descartaron aquellas en donde no se obtuvieran las
caracteristicas de fibras con superficies lisas sin presencia de gotas o “perlas”, las

cuales son la morfologia deseada.

Las membranas obtenidas de la SP, SPKS y SPKS-GA se denominaron MP, MPKS

y MPKS-GA, respectivamente, como se menciond en la Tabla 1.
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7.5 Caracterizacion fisicoquimica de las membranas

7.5.1 Morfologia de las fibras

Se realiz6 una evaluacion primaria de la morfologia de las membranas elaboradas
mediante microscopia Optica. Posteriormente, a las membranas seleccionadas se les
determind su morfologia mediante microscopia electronica de barrido (SEM) en un
microscopio EVO MA25 (Zeiss) a 15 kV. Los didmetros medios de las fibras se
calcularon midiendo al menos 100 fibras aleatorias de 10 imagenes utilizando el

software Image J.

7.5.2 Hidrofilicidad de las fibras

Para la determinacion de la hidrofilia de las membranas obtenidas se determino el
angulo de contacto, el cual es la medida de un material a humectarse. Esté se midid
mediante un sistema de angulo de contacto modelo OCA 15 Plus (Dataphysics),

empleando el software SCA 20 para el calculo de las mediciones.

7.5.3 Analisis por espectroscopia infrarroja

Se realiz6 el analisis del kefiran y las membranas por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) en un rango de 4000 a 400 cm™ utilizando el Nicolet
iS10 (Thermo Scientific) con un aditamento de ATR a una resolucion de 4 cm™ a 64

scans con ajuste de linea base.

7.6 Evaluacion de actividad antimicrobiana de las membranas contra S. aureus 'y P.
aeruginosa

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las membranas se llevo a cabo
mediante la técnica difusion en agar frente a S. aureus BAA-44 y P. aeruginosa ATCC
27853. Primeramente, los microorganismos se activaron en CN y se incubaron a 37 °C por
16 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, el indculo se leyd a 625 nm y se ajusto a la
escala de Mc Farland. Posteriormente, se inoculé 0.1 mL de cada bacteria en cajas Petri
con AN. Se colocaron circulos de las membranas obtenidas en el punto 7.4.3 de 6 mm de
didmetro, asi como papel filtro Whatman no. 40 estéril de 6 mm de didmetro cargados con
30 pg de antibidtico (gentamicina) como control positivo, respectivamente, y agua
destilada como control negativo. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h y se midio el

halo de inhibicion (Balouiri ef al., 2016).

20



7.7 Evaluacion de citotoxicidad

La linea de fibroblastos dérmicos de tejido neonatal (HDFn) fue obtenida cultivada
en medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de suero fetal
bovino y 1% de antibidtico/antimicético (Penicilina, estreptomicina y anfotericina B). Las
células fueron mantenidas bajo las siguientes condiciones: 37°C, humedad relativa del

~85% y a una atmosfera de 95% aire con 5% de CO2.

Se utilizaron 3 placas de 96 pocillos para evaluar si existia citotoxicidad en la linea
celular HDFn al ser expuestas a diferentes concentraciones de la membrana: una placa
para las 24 horas de exposicion, otra para las 48 y la tltima para 72 horas. Se colocaron
5,000 células por pozo y previo al ensayo se dejaron las células 24 horas para permitir la
adherencia de las células al pozo. Las membranas se esterilizaron por 15 min en luz UV,
posteriormente se colocaron en los respectivos pocillos en una placa de cultivo celular. Se

trabajo con diferentes concentraciones de la membrana, en todos los tratamientos, siendo:
1. 25%: Y4 de membrana.
2. 50%: > de membrana.
3. 75%: % de membrana.
4. 100%: 1 membrana.

En todos los tratamientos se trabajo con el control (Células sin tratamiento) para
tomarlo como referencia de viabilidad, todos los ensayos se realizaron por triplicado para

determinar diferencias significativas en la viabilidad.

Pasado el tiempo de los tratamientos (24, 48 y 72 horas para cada placa), se agregaron
20 pL del reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
cada pozo, se dejo incubando durante 2 horas. Pasado el tiempo, se removi6 el medio de
cultivo con los tratamientos incluyendo MTT y se agregaron 100 uL de dimetil sulféxido
(DMSO), el cual se dejo incubando durante 4 minutos. Después, las muestras fueron leidas

a 570 nm en un lector de microplaca para determinar la absorbancia. (Kumar et al., 2018)
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7.8 Analisis estadistico

Se llevara a cabo un analisis estadistico realizando analisis de varianzas (ANOVA) de
una via utilizando el software SPSS Statistics 24 (IBM). Las diferencias se consideran
significativas si P < 0.05. En caso de que los datos presenten diferencia significativa, se
realizara un andlisis post-hoc mediante la prueba de Tukey. Si los datos tienen un

comportamiento no normal, se utilizara la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de microorganismos presentes en el consorcio microbiano kéfir

El analisis metagenomico de las muestras de kéfir (Kef) y leche fermentada con kéfir
(KefirMIk) permitié caracterizar la composicion y diversidad de las comunidades
microbianas presentes. Los analisis de diversidad o mostraron diferencias entre ambas

muestras en términos de diversidad y distribucion de los microorganismos.

El indice Chaol corresponde a un estimador no paramétrico de riqueza, utilizado para
estimar el niimero de especies presentes en una muestra a partir de la deteccion de taxones
raros, como aquellos observados una o dos veces (Kalamaki & Angelidis, 2020). Este
indice mostr6 que ambas muestras alcanzaron valores similares de riqueza microbiana,
cercanos a 7 OTUs, conforme aument6 el nimero de secuencias analizadas (Figura 1).
Las curvas de rarefaccion tendieron a una meseta en ambas muestras, indicando que la
profundidad de secuenciacion fue suficiente para detectar la mayor parte de los taxones
presentes. Aunque la muestra Kef presentd un incremento mdas rapido en las etapas
iniciales de secuenciacién, ambas muestras exhibieron una riqueza microbiana

comparable.

Por otro lado, el indice de Shannon corresponde a una medida de diversidad basada en
entropia, la cual considera tanto la riqueza como la distribucion relativa de las especies
dentro de la comunidad microbiana (Kalamaki & Angelidis, 2020). Este indice presentd
valores mayores en KefirMlk en comparaciéon con Kef (Figura 2), lo que indica una
comunidad microbiana mas diversa y con una distribucion mas equilibrada de los
microorganismos presentes. En contraste, la muestra Kef mostré una menor diversidad,
sugiriendo el predominio de pocos taxones dominantes dentro de la comunidad

microbiana.
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Figura 1. indice de riqueza Chaol de las muestras kéfir (Kef) y leche fermentada con kéfir

(KefirMIk).
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Figura 2. indice de diversidad Shannon de las muestras kéfir (Kef) y leche fermentada con kéfir

(KefirMIk).

A nivel taxondémico, ambas muestras estuvieron dominadas principalmente por
bacterias pertenecientes al phylum Firmicutes; sin embargo, la muestra KefirMlk presento
un incremento relativo de Proteobacteria en comparacion con Kef (Figura 3).

Actinobacteria se detecté unicamente en bajas proporciones en ambas muestras.
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Figura 3. Abundancia relativa de los principales phyla identificados en las muestras Kef y KefirMIk.

El anélisis a nivel de género/especie mostrd que Lactobacillus kefiranofaciens tue
el microorganismo predominante en ambas muestras, representando la mayor
abundancia relativa en Kef. En contraste, la muestra KefirMlk presenté una
disminucién relativa de L. kefiranofaciens y un incremento en la abundancia de
Acetobacter orientalis. Adicionalmente, se detectaron en menor proporcion

Anoxybacillus flavithermus y Cutibacterium acnes (Figura 4).
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Figura 4. Abundancia relativa de los principales géneros/especies identificados en las muestras

Kef'y KefirMilk.
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8.2 Extraccion de kefiran

Para las dos metodologias de extraccion utilizadas, el rendimiento de kefiran con el
método de extraccion a 100 °C (HM) fue de 0.39%. Mientras que el rendimiento utilizando
el método de extraccion a 50 °C y ultrasonido (UM) fue de 0.61%. El polimero obtenido

fue liofilizado y almacenado en un gabinete desecador hasta su uso.

El efecto de estas metodologias fue estudiado previamente, donde se observo que las
extracciones de kefiran utilizando los métodos HM y UM dieron un rendimiento de 1.77%
y 4.32% de polimero, respectivamente. De igual manera, varios otros autores informaron
diferentes métodos de extraccion con rendimientos que van desde el 3.65 al 17.17%

(Correia et al., 2022).

Sin embargo, los rendimientos de extraccion pueden variar dependiendo del area
superficial de los granos de kéfir, los solventes utilizados, duracién y temperatura de
extraccion, como también la cantidad de lavados y centrifugacion para la purificacion. En
este caso, otro factor es el tratamiento de ultrasonido, ya que otros autores reportan los
tratamientos de ultrasonido con frecuencias que oscilan desde 24 hasta 37 kHz (Becker et
al., 2019; Hasheminya & Dehghannya, 2020; Muatasim et al., 2018). Mientras tanto, la

frecuencia utilizada en este estudio fue de 50 kHz.

Aunque el rendimiento de extraccion fue menor a otros reportados en la literatura, en
este proceso los granos de kéfir no se destruyeron, lo cual le dio una ventaja a dicho
proceso. En este caso, la morfologia macroscopica de los granos de kéfir cambi6 después
de la extraccion, ya que los granos se volvieron gelatinosos y perdieron su forma esférica.
Sin embargo, la morfologia macroscopica de los granos volvio a su forma original después

de 2 dias de colocarlos en medio fresco.

8.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI) de gentamicina

La concentracion inhibitoria minima de gentamicina frente a S. aureus BAA-44 y P.
aeruginosa ATCC 27853 se determin6 con el método de microdilucion en caldo. La CMI
de gentamicina para S. aureus fue de 100 pg/mL y 200 ug/mL para P. aeruginosa. La

concentracion mas alta obtenida (200 pg/mL) se aumentd seis veces en las soluciones de
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polimero electrohilado. Esto debido a que, en trabajos previos similares, se observd una
pérdida de actividad antimicrobiana con el proceso de electrohilado debido al alto voltaje

utilizado.

8.4 Condiciones de electrohilado
Conforme al disefio de experimentos, se realizaron las pruebas que se presentan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Resultados con solucion SPKS-GA a diferentes condiciones probadas

Prueba | Flujo (mLh!) | Distancia (¢cm) | Voltaje (kV) | Formacion de fibras
1 0.5 10 5 No

2 0.5 10 12.5 No

3 0.5 10 20 Si con perlas
4 1.2 10 5 No

5 1.2 10 12.5 No

6 1.2 10 20 Si con perlas
7 2.0 10 5 No

8 2.0 10 12.5 No

9 2.0 10 20 Si con perlas
10 0.1 20 22 Si

11 0.2 20 22 Si con perlas
12 0.3 20 22 Si con perlas

En dichos experimentos, se pudo obtener fibras mediante el método de electrohilado
con las condiciones de 0.5 mLh! de flujo, 12.5 kV y 10 cm entre aguja y colector, 1.2
mLh!, 20 kV y 10 cm entre aguja-colector, 2.0 mLh!, 12.5 kV y 10 cm entre aguja-
colector, asi como 2.0 mLh!, 20 kV y 10 ¢cm entre aguja-colector. De estos experimentos
mencionados anteriormente, a pesar de que hubo coleccion de fibras, lo cual se corrobord
con microscopia optica, hubo una presencia de perlas muy abundante, y esto se le atribuyo
al flujo y la distancia utilizadas, por lo que se realizaron pruebas posteriores utilizando
una distancia fija de 20 cm y un voltaje fijo de 22 kV, variando el flujo de 0.1 a 0.3 mLh"
I, los cuales son indicados como experimentos 10-12 en la Tabla 1. De los altimos 3
experimentos mencionados, el que presentd fibras con una poca cantidad de perlas

presentes fue el flujo de 0.1 mLh 1.
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8.5 Caracterizacion fisicoquimica de las membranas
8.5.1 Morfologia de las fibras
Como se puede observar en las Figuras 5-7, la morfologia de las membranas MP,
MPKS y MPKS-GA indicé un proceso de electrohilado adecuado, ya que no habia

presencia de “perlas” o cimulos de solucion en las mismas fibras.

Distribucién de medidas de fibras MP
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Figura 5. Morfologia de fibras de MP a 5,000 aumentos y distribuciéon de diametro de fibras
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Figura 6. Morfologia de fibras de MPKS a 5,000 aumentos y distribucion de didmetro de fibras

27



Distribucién de medidas de fibras MPKS-GA
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Figura 7. Morfologia de fibras de MPKS-GA a 5,000 aumentos y distribucion de didmetro de fibras

El grosor de las fibras de MP fue de 603 £ 97 nm, mientras que el grosor de las
fibras de MPKS fue de 394 + 68 nm. Sin embargo, las fibras que tuvieron menor

grosor fueron las de MPKS-GA con diametro de 334 £ 67 nm.

8.5.2 Hidrofilicidad de las fibras

El analisis de angulo de contacto se determind para ver la hidrofilicidad o
hidrofobicidad de las membranas electrohiladas. El angulo de MP fue de 89.9 + 28.61°
de lado izquierdo y 89.76 + 28.47° del lado derecho. La MPKS tuvo un angulo de 88.12
+ 8.76° de lado izquierdo y 88.12 + 8.76° de lado derecho. Finalmente, el &ngulo de las
membranas MPKS-GA fue de 53.61 & 6.64° del lado izquierdo y 53.64 + 6.83° del lado

derecho. Estos angulos pueden observarse en las Figura 8.

Figura 8. Angulo de contacto de membrana a) MP, b) MPKS y ¢) MPKS-GA
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8.5.3 Analisis por espectroscopia infrarroja
Los espectros FTIR de las membranas MP, MPKS y MPKS-GA (Figura 9)
mostraron diferencias que pueden ser atribuidas a la incorporacion de los

polisacaridos y de los compuestos bioactivos.
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Figura 9. Espectro FTIR de a) MPKS-GA (rojo), b) MPKS (azul) y MP (verde)

En la muestra MP se identifico una banda ancha en la region 3200-3400 cm™
correspondiente al estiramiento de los grupos hidroxilo (~OH), caracteristica del PVA
y asociada a enlaces de hidrégeno. También se observaron sefiales alrededor de ~2900
cm™' atribuibles al estiramiento C—H y bandas en la region 1000-1200 cm™

correspondientes a vibraciones C—O y C—O-C del esqueleto polimérico.

En la muestra MPKS se mantuvo la banda ancha de —OH, con ligeras variaciones
en su intensidad y forma respecto a MP. Asimismo, se observo un incremento en la
intensidad de las bandas en la regiéon 1000-1100 cm™, asociadas a vibraciones C—O—
C caracteristicas de enlaces glucosidicos, confirmando la incorporacion del kefiran y

del schizophyllan en la matriz de PVA.
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Por su parte, la membrana MPKS-GA presentdé cambios adicionales en
comparacion con MPKS. Se observaron modificaciones en la region 1600-1750 cm™,
asociadas a vibraciones de grupos carbonilo (C=0) y/o amida, asi como variaciones
en la intensidad de la banda —OH y en la region 1000-1200 cm™. Estas diferencias
indican la presencia e interaccion de la gentamicina y el acido ascorbico dentro de la

matriz polimérica.

8.6 Actividad antimicrobiana de las membranas

Se investigd la actividad antimicrobiana de las membranas elaboradas frente a S.
aureus BAA-44 y P. aeruginosa ATCC 27853 mediante el método de difusion en disco
de Kirby-Bauer.

En el caso de S. aureus, MPKS-GA no tuvo efecto antimicrobiano, sin embargo, este

tratamiento si present6 halos de inhibicion sobre P. aeruginosa de 16.4 +2.2 mm.

Para ambos microorganismos, MP, MPKS, SP y SPKS no tuvieron efecto
antimicrobiano. Sin embargo, para S. aureus, los tratamientos SPKS-GA presentaron
halos de inhibicion de 5.3 + 4 mm. De igual forma, para P. aeruginosa, los tratamientos
SPKS-GA presentaron halos de inhibicion de 27.2 + 0.6 mm. Estos halos de inhibicion se

pueden observar en la Figura 10.
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P. aeruginosa

Figura 10. Halos de inhibicion presentados por a) MPKS-GA y b) SPKS-GA contra P. aeruginosa y

S. aureus

Se analiz6 la influencia del tipo de microorganismo (S. aureus y P. aeruginosa) y tipo
de tratamiento (MPKS-GA, MPKS, MP, SPKS-GA, SPKS y SP) sobre la actividad
antimicrobiana mediante un ANOVA de una via. Los resultados mostraron que si existe
diferencia significativa entre el diametro de los halos de inhibicion debido al tipo de
microorganismo (Fi107 = 280.722, P<0.01), el tipo de tratamiento (Fe,107 = 122.974,
P<0.01) y la interaccion entre ambos factores (Fe,107 = 33.871, P<0.01).

8.7 Evaluacion de citotoxicidad de las membranas

En la Figura 11 se puede observar el efecto de las membranas en la viabilidad celular
de la linea HDFn a partir de las 24 h. Se puede apreciar un incremento significativo en las
células HDFn tras la exposicion a una membrana completa de MPKS, todos los
tratamientos con la membrana MPKS-GA indujeron un incremento significativo en la
viabilidad celular, por lo que no se observo citotoxicidad en respuesta a ninguna

membrana.

31



Ensayo de Viabilidad en Células HDFn a 24h
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Figura 11. Efecto de MP, MPKS y MPKS-GA en la viabilidad celular de la linea HDFn a 24 h. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA seguido

de la prueba post hoc de Tukey (P< 0.05), “ns” indica una diferencia no significativa.

En la Figura 12 se puede observar el efecto de las membranas en la viabilidad celular
de la linea HDFn a partir de las 48 h, donde ninglin tratamiento demostrd tener un efecto

significativo en las células HDFn tras este tiempo de exposicion.
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Ensayo de Viabilidad en Células HDFn a 48h
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Figura 12. Efecto de MP, MPKS y MPKS-GA en la viabilidad celular de la linea HDFn a 48 h. Se
realizd andlisis estadistico de los resultados mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de

Tukey (P< 0.05), “ns” indica una diferencia no significativa.

En la Figura 13 se puede observar el efecto de las membranas en la viabilidad celular
de la linea HDFn a partir de las 72 h. Con los tratamientos utilizados, se pudo observar
que las membranas MP tienen efecto de incremento en la viabilidad celular cuando se
utilizan ¥4 de membrana y la membrana completa durante 72 horas. De igual manera, este
efecto se presenta en las membranas MPKS cuando se utiliza /2 de membrana. Finalmente,
el tratamiento con la MPKS-GA increment6 de forma significativa la viabilidad celular

de la linea HDFn en todas las concentraciones probadas.
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Ensayo de Viabilidad en Células HDFn a 72h
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Figura 13. Efecto de MP, MPKS y MPKS-GA en la viabilidad celular de la linea HDFn a 72 h. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA seguido

de la prueba post hoc de Tukey (P< 0.05), “ns” indica una diferencia no significativa.

9. DISCUSION

9.1 Identificacion de microorganismos presentes en el consorcio microbiano kéfir
Los resultados obtenidos confirman que las muestras analizadas presentan una
microbiota caracteristica de sistemas fermentativos de kéfir, dominada principalmente por
bacterias acido-lacticas pertenecientes al phylum Firmicutes (Figura 3). La predominancia
de este grupo microbiano ha sido ampliamente reportada en fermentaciones tradicionales
de kéfir (Chen et al., 2008; Kalamaki & Angelidis, 2020; Sumarmono et al., 2023) debido
a su participacion en la produccion de acido lactico, metabolitos bioactivos y polisacéaridos

extracelulares asociados con propiedades funcionales y biotecnologicas (Liu et al., 2015).
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La elevada abundancia relativa de Lactobacillus kefiranofaciens observada en ambas
muestras (Figura 4) es particularmente relevante, ya que esta especie ha sido descrita como
uno de los principales microorganismos productores de kefiran (Gonzalez-Orozco et al.,
2023; Kalamaki & Angelidis, 2020; Nejati et al, 2020; Radhouani et al., 2018;
Sumarmono et al., 2023), un exopolisacarido relacionado con propiedades
antimicrobianas, antioxidantes e inmunomoduladoras. La mayor abundancia de L.
kefiranofaciens en la muestra Kef sugiere que los granos de kéfir conservan una
comunidad microbiana mas especializada y dominada por bacterias acido-lacticas

productoras de polisacéridos.

Por otro lado, el incremento relativo de Proteobacteria y de Acetobacter orientalis en
KefirMIk (Figuras 3 y 4) indica una mayor participacion de bacterias acéticas durante la
fermentacion en leche. Estas bacterias participan en la oxidacion de metabolitos generados
por otros miembros de la comunidad microbiana, contribuyendo al equilibrio ecologico
del sistema fermentativo y a la formacién de compuestos asociados con las propiedades
organolépticas y funcionales del kéfir (Han et al., 2018; Nejati et al., 2020; Plessas et al.,
2017).

El analisis de diversidad a mostr6 diferencias importantes entre riqueza y diversidad
microbiana en ambas muestras (Figuras 1 y 2). Los valores del indice Chaol alcanzaron
una meseta similar en Kef y KefirMIk, indicando que ambas muestras presentan una
riqueza microbiana comparable y que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para
detectar la mayor parte de los taxones presentes. Sin embargo, el indice de Shannon fue
considerablemente mayor en KefirMlk, lo que sugiere una comunidad microbiana mas
diversa y con una distribucién mas equilibrada de los microorganismos. En contraste, la
muestra Kef present6 una menor diversidad, posiblemente asociada con el predominio de
unos pocos taxones dominantes, principalmente bacterias acido-lacticas productoras de

kefiran.

Estos resultados sugieren que el medio lacteo favorece interacciones microbianas mas
complejas entre bacterias dcido-lacticas y bacterias acéticas, promoviendo una comunidad

mas heterogénea durante la fermentacion. La coexistencia de diferentes grupos
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microbianos dentro del sistema fermentativo es de especial interés debido a su posible

contribucion a la produccion de metabolitos bioactivos con potencial biotecnologico.

9.2 Extraccion de kefiran

Los rendimientos de extraccion pueden variar en funcidn de la superficie de los granos
de kéfir, los disolventes utilizados, la duracion y la temperatura de la extraccion, asi como
la cantidad de lavado y centrifugacion para la purificacion. En este caso, otro factor es el
tratamiento con ultrasonidos, ya que otros autores informan de tratamientos con
ultrasonidos con frecuencias que van desde los 24 a los 37 kHz (Becker et al., 2019;
Hasheminya & Dehghannya, 2020; Muatasim ef al., 2018) . Mientras tanto, la frecuencia

utilizada en este estudio fue de 50 kHz.

Se ha descubierto que diferentes condiciones de ultrasonicacion pueden afectar la
cantidad de rendimiento de extraccion de polisacaridos (Muatasim et al., 2018), sin

embargo, el mecanismo por el cual esto ocurre atin no se ha dilucidado.

Aunque el rendimiento de extraccion fue menor a otros reportados en la literatura, en
este proceso los granos de kéfir no se destruyeron. Esto le dio una ventaja a dicho proceso
ya que, a pesar que la morfologia macroscopica de los granos de kéfir cambi6 después de
la extraccion, donde los granos se volvieron gelatinosos y perdieron su forma esférica,
estos volvieron a su forma original después de 2 dias de colocarlos en medio fresco. Esto
minimiza el consumo de granos de kéfir, lo que facilita la realizacion de extracciones

incluso cuando se cuenta con biomasa limitada.

9.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI)

Segun el perfil de susceptibilidad proporcionado para S. aureus BAA-44, se trata de
una cepa de MRSA, que también se incluye como resistente a la gentamicina. La
concentracion minima inhibitoria de gentamicina fue estudiada para esta cepa, donde una
concentracion de 150 pM de gentamicina no inhibi6 el crecimiento de S. aureus a menos
que se le agregara un compuesto de 2-aminoimidazol. Esta mezcla tuvo un efecto

sinérgico que permitid la inhibicion de esta cepa (Rogers et al., 2010).
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De manera similar, en otro estudio informaron una concentracion de 0.002 mg/mL de
gentamicina para inhibir el crecimiento de S. aureus ATCC 12600 utilizando un sistema
de administracion de microesferas de PLA cargadas con gentamicina (Sabee et al., 2019).
Sin embargo, cabe sefalar que esta ultima cepa mencionada no es un MRSA. En otra
investigacion, observaron el efecto de la gentamicina en otra cepa de MRSA (S. aureus
ATCC 43300) y obtuvieron una CMI de 1 mgmL! para la inhibicion de esta cepa (Al-
Shuneigat et al., 2020).

Por otro lado, varios otros autores informaron una CMI de gentamicina para la
inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa ATCC 27853 que oscila entre 0.031 pgmL-!
(Pourmoslemi et al., 2021) y 0.500 mgmL-!' (Al-Shuneigat et al., 2020).

9.4 Condiciones de electrohilado
Las condiciones de electrohilado 6ptimas determinadas fueron 0.1 mLh!, 22 kV y 20
cm de distancia aguja-colector. Esto nos permitid obtener fibras con una morfologia

deseada.

En diversos estudios se encontraron soluciones formadoras de composicion parecida,
sin embargo, los componentes de las soluciones afectan las condiciones de electrohilado.
Podemos observar un ejemplo donde se utiliza kefirdan, en una investigacion donde
elaboraron membranas electrohiladas de fibras tipo core-shell de acido polilactico con el
biopolimero anteriormente mencionado al 1%. Para obtener fibras con la morfologia
deseada, utilizaron las condiciones de el proceso de electrohilado se llevd a cabo
utilizando los siguientes parametros: flujo de 1 mLh!; distancia entre la punta de la aguja
y el colector de 13 cm, voltaje suministrado de 15 kV, temperatura de 25 °C y humedad

relativa de 40% (Lopresti et al., 2021).

Mas especificamente, un estudio realiz6 membranas electrohiladas con PVA 'y kefiran,
donde se prepararon soluciones con los polimeros anteriores al 8% y 6% p/p,
respectivamente. El kefiran se mezclé con la solucion de PV A en diferentes proporciones:
70:30, 60:40, 50:50, 40:60 y 30:70. Sin embargo, se obtuvieron nanofibras con morfologia
deseada en la mezcla 40:60. Para esto, se utilizaron las condiciones de 1 mLh!, 20 cm

entre aguja-colector y 18 kV de voltaje (Ziyadi et al., 2021).
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Por otro lado, en un estudio realizado en 2019 donde se hizo una mezcla de PVA al
10% y schizophyllan al 1.5% para obtener fibras electrohiladas, se utilizaron los
parametros de 0.3 mLh'! de flujo, 15 cm de distancia entre aguja-colector y 27 kV de

voltaje aplicado (Safaee-Ardakani et al., 2019).

Basandonos en los estudios anteriormente mencionados, podemos observar que las
condiciones Optimas obtenidas en esta investigacion estan en un rango comparable.
Igualmente, considerando que en la mayoria de los estudios se utilizan concentraciones
mayores de PVA (hasta un 10%) como polimero guia, esto debido a que es un polimero
que cuenta con las caracteristicas necesarias para un proceso adecuado de electrohilado,
el presente estudio utiliza una concentracién menor del 8%. Esto, aparte de ser efectivo
en cuanto a costos, asegura que los polimeros naturales utilizados estén presente en mayor
cantidad del material obtenido. De igual manera, el flujo utilizado fue més bajo que los
reportados en literatura, lo que reduce ain mas los costos por la obtencion de la membrana

electrohilada, haciéndolo una buena alternativa a apdsitos funcionalizados del mercado.

Considerando los costos de materias primas, medios de cultivo, solventes utilizados
durante la extraccidon, consumibles y el consumo eléctrico asociado al uso de equipos de
laboratorio y al proceso de electrohilado, se estim6 que el costo de produccion de cada
membrana electrohilada fue aproximadamente de MX$4-5 por unidad. Este valor es
considerablemente menor en comparacion con los apdsitos bioactivos comerciales
disponibles actualmente en el mercado, cuyos costos pueden variar desde cientos hasta
miles de pesos mexicanos dependiendo de su composicion y funcionalidad. Estos
resultados sugieren que la membrana desarrollada representa una alternativa prometedora
y econdmicamente accesible para aplicaciones futuras en el tratamiento y cuidado de

heridas.

9.5 Caracterizacion fisicoquimica de las membranas
9.5.1 Morfologia de las fibras

Las fibras electrohiladas obtenidas tuvieron una morfologia homogénea y sin
presencia de perlas. Las diferencia en los componentes de las soluciones poliméricas
utilizadas influy6 en el tamafio de fibra obtenidos, ya que las fibras MPKS-GA fueron

las que menor didmetro obtuvieron, teniendo un tamafio 1.8 veces menor a las del
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control MP. Esto se puede atribuir a la adicion del antioxidante, ya que se ha reportado
en literatura que la adicidon de acido ascorbico a soluciones poliméricas disminuye el
didmetro de fibra al pasar por el proceso de electrohilado. En un trabajo donde se
elaboraron membranas electrohiladas con poli(acido L-lactico)-co-poli-(e-
caprolactona), fibroina de seda, hidrocloruro de tetraciclina y 4cido ascérbico, se pudo
reducir el tamafio de fibra de 315 £ 45 nm en la fomulacién que no tenia acido

ascorbico, hasta 265 + 97 nm en la formulacion que si incluia el antioxidante (Sridhar

etal.,2015).

De igual manera, las fibras de MPKS obtenidas tienen un didmetro comparable o
mas pequeiio a las de composicion similar reportadas en literatura. En un estudio,
obtuvieron fibras de PVA y kefirdan con un diametro desde 305 + 35 hasta 766 + 43
nm (Ziyadi et al., 2021). De igual manera, en otra investigacion se obtuvieron fibras
de PVA y schizophyllan con diametros desde 353 + 84 hasta 589 + 84 nm (Safaee-
Ardakani et al., 2019). Esto puede deberse a que se realiz6 un disefio de experimentos
que ayudo6 a encontrar mejores parametros de electrohilado para los componentes

presentes.

9.5.2 Hidrofilicidad de las fibras

La naturaleza hidrofilica obtenida de las membranas era algo esperado debido a
los componentes de la misma. En otros estudios donde han determinado dngulo de
contacto de fibras con componentes similares, se han obtenido d&ngulos que describen
fibras hidrofilicas. Por ejemplo, en un estudio donde se realizadron fibras de

poliacrilonitrilo/kefiran, se obtuvo un angulo de contacto de 12.3° + 1.13° (Jenab et

al., 2020).

De igual manera, en varios estudios donde se utiliz6 PVA como componente en
las membranas electrohiladas, se obtuvieron dngulos de contacto menores a 50 °, lo

que indica una naturaleza hidrofilica (Razmgar et al., 2019; Tahir et al., 2023).

Asimismo, la reducciéon aun mayor del angulo de contacto que presentaron las
membranas que tenian el antibidtico y antioxidante en su composicion, puede deberse

en su mayoria al dcido ascérbico. Esto se puede observar en estudios donde se reportd
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que la incorporacion de acido ascorbico en estructuras electrohiladas basadas en acido
poliléctico y fibroina de seda resultd en una mayor hidrofilicidad, esto relacionado a

una disminucion en el angulo de contacto (Sridhar et al., 2015).

La interaccion entre el acido ascorbico y la matriz polimérica puede conducir a una
estructura de superficie mas compleja, que puede influir ain mas en el angulo de
contacto. Por ejemplo, la rugosidad de las fibras electrohiladas puede mejorar la
hidrofobicidad cuando se trata o modifica la superficie, pero en el caso del acido
ascorbico, es probable que la superficie resultante sea mas hidrofilica debido a la

naturaleza polar del compuesto.

El hecho de que haya habido un aumento en la hidrofilicidad no es algo que
necesariamente se vea como desventaja, debido a que la afinidad de la membrana por
el agua en cierta medida es esencial para promover la adhesion y proliferacion celular

en aplicaciones biomédicas.

9.5.3 Analisis por espectroscopia infrarroja

Las variaciones observadas en los espectros FTIR sugieren la formacion de un
sistema polimérico multicomponente con interacciones entre los diferentes
constituyentes de la membrana. En la muestra MPKS, los cambios en la forma e
intensidad de la banda ancha correspondiente a los grupos hidroxilo (—OH) respecto
a MP indican posibles interacciones por puente de hidroégeno entre el PVA y los
polisacaridos kefiran y schizophyllan, lo que favorece la compatibilidad entre los
componentes de la matriz. Asimismo, el incremento observado en la region de 1000—
1100 cm™ se asocia con vibraciones C—O—C caracteristicas de enlaces glucosidicos

presentes en ambos polisacaridos (Correia et al., 2022; Pop et al., 2021).

En la membrana MPKS-GA se observaron modificaciones adicionales en la
region de 1600—-1750 cm™, atribuibles a grupos carbonilo relacionados con el acido
ascorbico y a sefiales asociadas con grupos funcionales presentes en la gentamicina.
De igual manera, las variaciones en la banda de —OH sugieren la presencia de
interacciones intermoleculares entre los compuestos bioactivos y la matriz

polimérica, principalmente mediante enlaces de hidrégeno. Los cambios observados
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en los espectros probablemente se relacionan con interacciones fisicas entre los

componentes mas que con la formacion de nuevos enlaces covalentes.

En conjunto, estos resultados confirman la incorporacion de los polisacaridos y
de los agentes bioactivos dentro de la matriz de PVA, asi como la existencia de
interacciones entre sus componentes, las cuales podrian influir en propiedades como
el hinchamiento, la estabilidad estructural y el comportamiento de liberacion de los

compuestos activos.

9.6 Actividad antimicrobiana de las membranas

En cuanto a las nanofibras, varios estudios reportan el uso de diferentes polimeros
cargados con gentamicina para la liberacion de farmacos y su efecto sobre los
microorganismos mencionados anteriormente. En un trabajo similar, se report6 (Cesur et
al., 2023) un andamio compuesto de PVA 13%/Gelatina 0.5%/Gentamicina 0.5% en peso.
Obtuvieron halos de inhibicion del crecimiento de 16 mm para S. aureus y 26 mm para P.

aeruginosa (Cesur et al., 2023).

Hasta donde sabemos, no existe informacion en la literatura respecto a la elaboracion
de un andamio compuesto de PVA/Kefiran/Schizophyllan, lo que convierte a esta
construccion en un material novedoso para la liberacion de farmacos, como lo demuestran

los resultados mencionados.

9.7 Evaluacion de citotoxicidad de las membranas

La exposicion de las células HDFn a las membranas durante 24, 48 y 72 horas no
mostrd un efecto citotoxico, por el contrario, en algunos casos se observéd un incremento
en la viabilidad celular de forma altamente significativa. Esto pudo deberse a las

caracteristicas individuales de los componentes presentes en la membrana electrohilada.

Varios estudios en la literaturan indican que el kefiran podria mejorar la adhesion y
proliferacion de células, lo cual es vital para aplicaciones de ingenieria de tejidos
(Radhouani et al., 2018). Esto sugiere que el kefiran no solo puede proteger a las células
HDFn del dafio oxidativo, sino que también promueve activamente su crecimiento y

funcion, lo que lo convierte en un candidato prometedor para aplicaciones en medicina
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regenerativa. En otro estudio, se explor6 la combinacion del pretratamiento con plasma y
el recubrimiento con kefiran sobre estructuras electrohiladas de PLA (4acido polilactico)
puede aumentar la adhesion y proliferacion de células fibroblastos y la produccion de

colageno (Lopresti et al., 2021).

De igual manera, las caracteristicas estructurales del schizophyllan, como su
conformacion de triple hélice, pueden contribuir a su actividad biologica. En un estudio
exploraron las propiedades moleculares del biopolimero y sugirieron que su estructura
unica podria desempefiar un papel en su interaccion con las células, influyendo
potencialmente en su comportamiento. Este aspecto estructural puede mejorar su eficacia
en la promocién de las actividades de los fibroblastos, incluida la sintesis de colageno,
que es vital para la integridad y reparacion de la piel (Yoshiba et al., 2002). En otra
investgacion, incorporaron schizophyllan a nanofibras de alcohol polivinilico (PVA),
promueve significativamente la proliferacion y migracion de fibroblastos. El estudio
descubrié que las membranas de schizophyllan/PVA, particularmente en una relacion de
volumen de 20:80, proporcionaron un entorno adecuado para el crecimiento de
fibroblastos, lo que los convierte en materiales prometedores para aplicaciones de
curacion de heridas (Safaee-Ardakani et al., 2019). Esto sugiere que el schizophyllan
puede mejorar las capacidades funcionales de los fibroblastos, que son fundamentales para

la reparacion eficaz de los tejidos.
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10. CONCLUSIONES

La fermentacion de granos de kéfir en leche entera a 25 °C durante 48 h permitio
obtener las condiciones Optimas para la produccion de biomasa, identificandose un
consorcio microbiano dominado por bacterias Gram positivas, principalmente
Lactobacillus kefiranofaciens. Asimismo, el método de extraccion asistida por ultrasonido
(UM) resulto ser el més eficiente para la obtencion de kefiran, alcanzando un rendimiento

de 4.32%.

Se desarrollaron exitosamente membranas electrohiladas de
PV A/kefiran/schizophyllan cargadas con gentamicina y 4cido ascorbico, obteniéndose
fibras homogéneas y libres de perlas bajo condiciones optimizadas de electrohilado. La
incorporacion de los compuestos bioactivos favorecid la formacion de fibras de menor
didmetro y mantuvo propiedades fisicoquimicas adecuadas para su potencial aplicacion

biomédica.

Las membranas desarrolladas presentaron actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y promovieron significativamente la viabilidad de fibroblastos
humanos HDFn sin efectos citotoxicos. En conjunto, estos resultados demuestran el
potencial de las membranas electrohiladas de PV A/kefiran/schizophyllan cargadas con
gentamicina y acido ascorbico como una alternativa prometedora para aplicaciones

biomédicas como en apositos para heridas en piel.
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11. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos, se obtuvo un material con potencial aplicacion
para uso en heridas en piel. Sin embargo, es necesario explorar la escalabilidad del proceso

de electrohilado y la produccion de kefiran en condiciones industriales.

La homogeneidad y morfologia obtenida de las fibras observadas en SEM fueron
adecuadas, pero seria relevante evaluar sus propiedades mecanicas, como resistencia al

corte y elasticidad, para determinar su utilidad en escenarios clinicos especificos.

La disminucion del angulo de contacto en las membranas sugiere una mejora en la
hidrofilicidad, lo cual es favorable para aplicaciones en tejidos hiimedos. Sin embargo, se
podria evaluar su comportamiento en condiciones fisioldgicas mas complejas, como

simulaciones de fluidos corporales.

El que las membranas solo presentaran actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa
destaca la necesidad de investigar estrategias para ampliar su espectro antimicrobiano.
Esto podria lograrse mediante la adicion de otros agentes activos o incluso la optimizacion
de las concentraciones de gentamicina para que no haya pérdida de actividad después del

proceso de electrohilado.

Finalmente, aunque los resultados in vitro son prometedores, seria esencial avanzar hacia
estudios in vivo para confirmar la seguridad y eficacia de las membranas en modelos
animales, estableciendo un fundamento mas confiable para su eventual aplicacion en

tratamientos clinicos en humanos.
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