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RESUMEN

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano y cumple diversas
funciones como barrera de proteccién. Esta puede verse afectada por
lesiones que interrumpen la continuidad de su estructura; y por infecciones
microbianas que retardan el proceso de cicatrizacion. En la medicina
tradicional se usan plantas para el tratamiento de heridas mediante infusiones,
decocciones o cataplasmas. Dos especies distribuidas en México que tienen
reportes etnomédicos para dicho fin son Buddleja cordata Kunth (tepozan)
y Vismia baccifera (L.) Triana & Planch (chotillo). El objetivo de este trabajo
fue evaluar in vitro el potencial de estas especies para promover el cierre de
heridas y como agentes antibacterianos contra Pseudomonas aeruginosa.
Los extractos organicos de las hojas de ambas especies se evaluaron en un
modelo in vitro de herida en monocapa celular y en un modelo de microdilucion
contra P. aeruginosa. También se evalud in vitro el posible efecto citotéxico
de los extractos mediante ensayo de reduccion de la sal de tetrazolio. El
extracto de diclorometano-metanol de tepozan a 50 pg mL" increment6
significativamente (35 %) el cierre de herida en monocapa celular. El efecto
puede deberse al verbascosido, compuesto con actividad cicatrizante
previamente identificado en extractos polares de hojas de tepozan. El extracto
de V. baccifera no incremento la tasa de reparacion en el modelo de herida in
vitro usado. Ninguno de los extractos evaluados en las dos especies presentd
efecto citotoxico (hasta 100 pg mL"); tampoco se inhibid el crecimiento de P
aeruginosa (hasta 1000 pg mL™"). Los resultados sugieren que el uso popular
de tepozan para el tratamiento de heridas tiene sustento cientifico, pero atn
se requiere profundizar en su estudio quimico y farmacolégico in vivo.

Palabras clave: Buddleja cordata, Vismia baccifera, fibroblasto,
ensayo de herida in vitro, MTT, Pseudomonas aeruginosa.

SUMMARY

The skin is the largest organ in human body and it has various functions as
a protective barrier. This can be affected by lesions that interrupt the continuity
of its structure; and by microbial infections that retard the healing process.
In traditional medicine, a wide variety of plants is used for wound treatment
by infusions, decoctions or poultices. Two species distributed in Mexico that
have ethnomedicinal reports for this purpose are Buddleja cordata Kunth
(tepozan) and Vismia baccifera (L.) Triana & Planch (chotillo). The objective
of this study was to evaluate in vitro the potential of these species to promote
wound healing and as antibacterial agents against Pseudomonas aeruginosa.
The organic extracts from leaves of both species were evaluated using an in
vitro model of cell monolayer wound and in a microdilution model against P,
aeruginosa. The possible cytotoxic effect of the extracts was also evaluated
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in vitro through a tetrazolium salt reduction assay. The dichloromethane-
methanol extract of tepozan at 50 pg mL"' significantly increased (35 %)
wound closure in cell monolayer. The effect may be due to verbascoside, a
compound with wound healing activity previously identified in polar extracts
of tepozan leaves. The extracts of V. baccifera did not increase the rate of
repair in the in vitro wound model used. None of the evaluated extracts of
both species showed cytotoxic effect (up to 100 ug mL™); the growth of P
aeruginosa was not inhibited either (up to 1000 ug mL™"). Results suggest that
the popular use of tepozan for the treatment of wounds has scientific support,
but it is still necessary to deepen its chemical and pharmacological studies
in vivo.

Index words: Buddleja cordata, Vismia baccifera, fibroblast, in vitro
scratch assay, MTT, Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCCION

La piel es el érgano méas grande del cuerpo humano
y lo protege contra fuerzas mecanicas, radiaciones,
microorganismos y otros factores; sin embargo, ésta puede
ser afectada por lesiones (heridas) que interrumpen su
estructura y funcién (Guarin-Corredor et al., 2013). Aunque
la piel tiene la capacidad de auto-reparacion, cuando
una herida afecta la dermis, el proceso de cicatrizacion
puede alterar factores que se desencadenan durante la
reparacion cutanea (Houghton et al., 2005). De acuerdo con
el dafio provocado en la piel, es necesario usar sustitutos
o tratamientos que estimulen la reparacion celular y
el proceso de cicatrizacion. En las heridas se pueden
presentar microorganismos, entre ellos bacterias como
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Malassezia spp. y Pseudomonas aeruginosa
(Muthukumar et al., 2014 y Wu et al., 2018) que provocan
infecciones y retardan el proceso de curacion; por ello, es
primordial crear un ambiente libre de infecciones en una
herida (Leise, 2018).

En la medicina tradicional se encuentran reportes
de plantas usadas para el tratamiento de diferentes
afecciones, entre ellas para sanar heridas cutaneas, pues
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aceleran el proceso de cicatrizacion y mantienen un
ambiente séptico (Gallardo y Barboza, 2015; Leise, 2018);
sin embargo, existe poca o nula evidencia cientifica sobre
su efectividad. Al validar su eficacia se podrian recomendar
medicamente, con lo que se espera una alta tasa de
apego al tratamiento entre la poblacién. Las plantas son
una fuente importante de compuestos, por lo que los
estudios dirigidos a corroborar su efectividad permitiran
conocer moléculas con potencial cicatrizante, aséptico y
antimicrobiano mas accesibles y econémicas.

En México se usan las hojas de Buddleja americana
L., B. cordata Kunth y B. parviflora Kunth en forma de
cataplasma para el tratamiento de heridas (Argueta, 1994).
Avila et al. (2005, 2014) demostraron que los extractos
metandlicos de B. cordatay B. scordioides Kunth presentan
efecto fotoprotector contra la radiacion UV y no presentan
genotoxicidad; ésto se atribuyd al verbascosido y a la
linarina. La especie B. globosa Hope es usada por la etnia
Mapuche (Chile) para la curacion de heridas. El extracto
acuoso de esta especie tiene actividad antioxidante, pero
no estimula el crecimiento de fibroblastos in vitro; se
identificé como compuestos responsables a la luteolina,
linarina, verbascosido y equinacosido (Mensah et al., 2001).

Otro de los géneros que se emplean en la medicina
tradicional para sanar heridas de la piel es Vismia. La
corteza de V. baccifera (L.) Triana & Planch es usada por
la etnia Yanesha (Perl) para tratar heridas infectadas
(Valadeau et al., 2010). Dicha especie presenta actividad
antibacteriana contra S. aureus y Enterococcus faecalis
(Salas et al., 2007).

En México se distribuyen algunas especies del género
Buddleja y Vismia, por lo que se eligid trabajar con B.
cordata (tepozan) y V. baccifera (vismia) con el objetivo de
mostrar las primeras evidencias cientificas de su posible
efectividad en el tratamiento de heridas para incentivar el
cierre de heridas en monocapas celulares de fibroblastos
humanos. También se estudio la viabilidad de los cultivos
celulares en contacto con los extractos mediante el ensayo
de reduccion de la sal de tetrazolio y su posible actividad
antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa, una
bacteria presente en heridas infectadas, en un ensayo de
microdilucion.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y autenticidad
Se recolectaron hojas de ambas especies, Vismia

baccifera fue recolectada en septiembre de 2011 en la
localidad La Esperanza, municipio de Santiago Comaltepec,
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Oaxaca. Buddleja cordata se recolectd en noviembre de
2015 en las instalaciones de Ciudad Universitaria, UNAM
en la Ciudad de México. Se depositd un ejemplar de
cada especie en el herbario de la Facultad de Ciencias
de la UNAM, con numero de registro 134792 y 160639,
respectivamente. La identificacion fue hecha por los
coautores, quienes corroboraron las especies con el M. en
C. Ramiro Cruz Duran.

Obtencion de los extractos organicos

Se obtuvieron extractos de las hojas secas (a
temperatura ambiente y en sombra) de ambas especies
mediante el método de maceracion en frio (Chen et al,
2016), que consiste en obtener un extracto a partir de
disolventes organicos puestos en contacto con el material
vegetal. Se colocaron 118 g de hojas secas y molidas
en un matraz (de manera independiente), se cubrié con
diclorometano-metanol (CH,Cl,-MeOH) (1:1) y cada tercer
dia se recolectaron los extractos, se colocd nuevamente
mezcla de disolventes. El disolvente se elimind a presién
reducida. Este proceso se repitié hasta que el disolvente
fue incoloro. Los extractos finales se denominaron vismia
y tepozan. Los extractos de diferente polaridad de tepozan
se obtuvieron a partir de 470 g de hoja seca y molida bajo
el mismo procedimiento; primero, se extrajo con hexano,
luego con acetato de etilo y finalmente con metanol. Los
extractos secos se nombraron como THex, TAcOEt y
TMeOH, respectivamente.

En todos los casos se hizo una solucion stock a partir
de 1 mg de extracto seco que se disolvid en la cantidad
minima necesaria de dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma
Aldrich). Esta solucién stock se filtré con una membrana
de 0.22 pm (Merck Millipore) y se aford hasta 2 mL con
medio de cultivo celular (DMEM-F12 complementado;
DMEM-F12 con 10 % suero fetal bovinoy 1 % antibiotico-
antimicotico; Gibco). Los extractos de vismia y tepozan
se evaluaron en las concentraciones 5, 10, 50 y 100 g
mL-", mientras que los extractos de diferente polaridad
de tepozan se usaron en las concentraciones 5, 10 y 50
pg mL". Los tratamientos se mantuvieron a 4-8 °C hasta
SU USO.

Cultivo celular y condiciones

Los fibroblastos (FBH) en criopreservacion (INR, México)
se obtuvieron de remanentes de cirugia de circuncision
(Firma de Consentimiento Informado). Los FBH se
descongelaron y expandieron en cajas de cultivo Corning
T25, el cultivo se mantuvo con DMEM-F12 complementado
en una incubadora a 37 °C y con 5 % de CO, (Velasquillo
etal., 2017).
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Viabilidad celular MTT

Se cultivaron 7000 células por pozo en placas Costar
de 48 pozos con DMEM:F12 complementado a 37 °C y
5 % de CO, hasta alcanzar 80 % de confluencia celular,
después, se retird el medio de cultivo, se agregaron 200
UL del tratamiento correspondiente y se incubaron. Como
control negativo se evalud el vehiculo de disolucion de
los extractos (DMSQ); para ello, se incubaron pozos con
diluciones de DMSO:DMEM-F12 complementado (con el
DMSO correspondiente usado en los extractos).

Para el control positivo se incubaron pozos con
DMEM:F12 complementado (sin DMSO ni extractos) para
evaluar el proceso normal de las monocapas. Después de
24 h se retiraron los tratamientos y se hicieron lavados con
buffer (PBS; Phosphate Buffer Saline 1X, pH 7; Gibco). Se
agregaron 150 pL de una solucion 9:1 DMEM-F12:MTT (sal

de tetrazolio; Sigma Aldrich) y se incubaron durante 3 h.

La mezcla DMEM-F12:MTT se retird, se hicieron lavados
con PBS y se afiadieron 150 pL de DMSO-isopropanol 1:1
para solubilizar los cristales de formazan producidos. Se
tomo una alicuota de 100 uL de esta solucién, se colocd
en una placa de cultivo Costar de 96 pozos para tomar la
lectura de absorbancia de la placa a 620 nm. Aunque la
absorbancia maxima ocurre a 570 nm, se pueden hacer
lecturas incluso a 630 nm, mientras se encuentre dentro
de la curva de absorbancia (Riss et al.,, 2016). Los datos
se normalizaron con respecto al control (DMEM-F12)
como el 100 % de viabilidad. Se hicieron tres ensayos
independientes.

Ensayo de scratch (reparacion de herida)

El ensayo de cierre de herida in vitro en monocapas
celulares (in vitro wound healing scratch assay) es un
modelo sencillo para evaluar la migracién celular, al
mimetizar este proceso que ocurre durante el cierre de
heridas in vivo (Liang et al., 2007). Este ensayo ha sido
usado por diferentes autores como un modelo para
evaluar o predecir el potencial de diferentes compuestos
o tratamientos para acelerar el cierre o reparacion de
heridas cutaneas (Walter et al., 2010), por lo que se decidié
evaluar los extractos de vismia y tepozan bajo condiciones
similares a las de Dinda et al. (2015).

Se sembraron 45,500 FBH por pozo en placas Costar de
12 pozos y se cultivaron con DMEM-F12 complementado
hasta alcanzar 80 % de confluencia celular. A partir de
estas monocapas celulares se simuld una herida, al hacer
un rayado con una punta estéril de micropipeta (Axygen)
de 1000 pL. Los restos celulares fueron removidos con
PBS. Inmediatamente después se aplicaron 800 pL del
tratamiento correspondiente y se tomaron fotografias
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(5X) de la herida en un microscopio invertido (Carl Zeiss,
Thornwood, NY, EUA) al tiempo 0 h. Las muestras se
incubaron por 24 h a 37 °Cy 5 % CO,. Posteriormente, se
tomaron fotografias (t = 24 h) de la misma zona que se
fotografio al tiempo 0 h. Primero se evaluaron los extractos
detepozanyvismia(5,10,50y 100 ugmL™") para determinar
el efecto de las dos especies sobre la promocion del cierre
de la herida en la monocapa.

Una vez que se descubridé que tepozan presento
mayor potencial, se evaluaron los extractos de diferente
polaridad en las dosis de 5, 10 y 50 ug mL™' con el mismo
procedimiento. Como controles se usaron el vehiculo
DMSO (concentraciones presentes en los tratamientos)
y DMEM-F12 (sin DMSO ni extracto) para conocer el
proceso natural del cierre de la herida en las monocapas.
Los ensayos se hicieron por triplicado. Las micrografias
se analizaron con el software Tscratch (ETH Zirich, Suiza)
que analiza las micrografias a partir de un algoritmo que
permite medir el porcentaje del area que ocupa la herida
con respecto al area total. Posteriormente, se aplico la
siguiente formula para obtener el porcentaje de cierre de la
herida ocurrido a las 24 h de cultivo con tratamiento, con
respecto al area inicial de cada herida (0 h de cultivo con
los tratamientos):

% de cierre de la herida = (L_—TT)X&)

donde: T, es el porcentaje de area ocupada por la herida a
0 h respecto del area total analizada y T, es el porcentaje
que ocupd la herida a las 24 h de cultivo con tratamiento,
con respecto al drea total analizada. El area analizada de la
monocapa fue la misma alas 0y 24 h.

Actividad inhibitoria contra Pseudomonas aeruginosa

La cepa de Pseudomonas aeruginosa PA14 fue
donada por el Dr. Rodolfo Garcia Contreras de la UNAM;
corresponde a un aislado clinico de un paciente con
guemaduras, previamente caracterizada por Kukavica-
Ibrulj et al. (2008). La bacteria se reactivo con medio Luria
Bertani (LB) sdlido (Sigma Aldrich) y se incubd a 35 °C por
24 h. Para preparar el inéculo se homogenizaron de dos a
tres colonias en 10 mL de medio LB liquido, se incubd por
8 h a 35 °C con agitacion orbital. El inoculo se ajustd a una
densidad dptica de 0.025 (= 1 x 10° UFC) a 600 nm en un
espectrofotdometro. El método de microdilucion se realizé
de acuerdo con Al-Bayati y Al-Mola (2008).

En placas Costar de 96 pozos se agregaron 200 yL del
inoculo por pozo (= 1 x 10% UFC). Se adiciond la cantidad
necesaria de extracto de vismia o tepozan previamente
disuelto en DMSO, las concentraciones finales fueron de
1,10, 100 y 1000 pg mL". También se colocaron pozos
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con agua estéril o DMSO (control negativo) y como control
positivo se uso colistina (concentracion fija de 500 ug mL™")

y se tomo la lectura para restar la absorbancia de fondo.

Finalmente, se incubaron todas las muestras a 28 °C con

agitacion orbital para reducir la evaporacién de los pozos.

Se tomaron las absorbancias a 3,6, 9y 12 h. Se hicieron
tres ensayos independientes con seis réplicas en cada
caso.

Analisis estadistico

Los datos se promediaron y se muestran con + ee (error
estandar). Se hicieron andlisis de varianza de una via
con comparacion de Dunnett’s (GraphPad Prism5). Se
consideraron diferencias significativas P < 0.05y P < 0.07,
las que se representaron como * y **, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Viabilidad celular, ensayo de MTT

Ninguno de los extractos de CH,Cl,-metanol de vismia
ni de tepozan mostré un efecto citotdxico en los cultivos
celulares alas 24 h de incubacion (Figura 1), pues ninguno
de los tratamientos disminuyd mas del 50 % la actividad
metabdlica-viabilidad de los FBH con respecto al control
(Riss et al, 2016). Tampoco se encontrd un efecto
citotdxico por parte de los extractos de diferente polaridad
de tepozan (TMeOH, THex y TAcOEt) (Figura 2) ni de los
controles con DMSO con respecto al control (DMEM-F12).
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Previamente Mensah et al. (2001) evaluaron el potencial
de proliferacién de fibroblastos tratados con el extracto
acuoso de B. globosa mediante el ensayo de rojo neutral,
en el que se encontré que a 0.1, 1y 10 ug mL" el extracto
favorece la proliferacién celular, pero con 100 pg mL" se
presento un efecto toxico. Nufiez et al. (2013) estudiaron la
actividad citotoxica de V. guianensis en células de rifién de
embrion de mono, en el ensayo de MTT; encontraron que
a partir de 250 pg mL" los extractos hexanicos de hojas
inducen muerte celular, mientras que el extracto metandlico
no tuvo efecto citotéxico, inclusoa 500 ugmL™". En el presente
estudio no se encontro efecto citotoxico en ninguno de los
tratamientos evaluados, tanto de vismia como de tepozan,
lo cual se puede deber a que corresponden a especies
diferentes a las ya reportadas, o a que no se evaluaron
dosis mayores de 100 yg mL™".

Cierre de herida in vitro; ensayo de
“scratch” en monocapas celulares

En los ensayos de herida in vitro donde se evaluaron los
extractos de vismia y tepozan se encontrd que el extracto
de tepozan (50 pg mL™") incremento significativamente el
cierre de la herida en la monocapa a las 24 h con respecto
al control (DMEM-F12). El extracto de vismia no mostré
una mejora significativa en ninguna dosis (Figura 3).

Al evaluar los extractos de diferente polaridad de tepozan
(THex, TAcOEt y TMeOH) se encontré que ninguno de los
tratamientos incrementd significativamente el cierre de
la herida en la monocapa celular con respecto al control
(Figura 4); sin embargo, los tratamientos de TMeOH (5 y
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Figura 1. Ensayo de MTT a las 24 h de incubacion celular en presencia de extractos de CH,Cl,-metanol de vismia y

tepozan. *:P < 0.05 con respecto al control DMEM-F12.
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Figura 2. Ensayo de MTT a las 24 h de incubacidn celular en presencia de extractos de diferente polaridad de tepozan
(Hexano, THex; Acetato de etilo, TAcOEt y metandlico, TMeOH). No existen diferencias significativas, con respecto al

control DMEM-F12.

Oh

23 % cierre de herida

24h
DMEM-F12

DMSO 0.3 uL  23.6 % cierre de herida

DMSO 1.5puL  22.8 % cierre de herida

DMSO 3 uL  18.4 % cierre deherida Vismia 100 pug/mlL

Vismia 5 pg/ml -31.2% cierre de herida

Vismia 10 pg/mL 25.2 % cierre de herida

Vismia 50 pg/mL 17 % cierre de herida

oh oh 24h

Tepozan5 pg/ml  25.2 % cierre de herida

o

% cierre de herida

Tepozan 50 pug/mL  * 33.1 % cierre de herida

16 % cierre de herida Tepozan 100 pug/mL 20.6 % cierre de herida

Figura 3. Ensayo de herida "scratch” con los extractos de CH,Cl,-metanol de vismia y tepozan. Micrografias de 0 y 24 h.
Promedio del porcentaje de cierre de herida por tratamiento. *: P < 0.05 con respecto al control DMEM-F12.

10 pg mL™") mostraron el mayor porcentaje de cierre de
la herida. El tratamiento con DMSO:DMEM-F12 no tuvo
efecto en el cierre de la herida.

Estos efectos sugieren que el extracto de tepozan
(CH,Cl-MeQOH), al ser mas complejo, podria estar
presentando un efecto sinérgico de sus componentes, lo
que potencia su actividad, la cual disminuye al fraccionarlo.
Un resultado similar se presento en el trabajo de Dinda et
al. (2016), donde los extractos presentaron una actividad

diferenciada dependiendo de su polaridad, los extractos
mas polares fueron mas activos. El extracto de CH,CI,-
MeOH presentd compuestos de baja, mediana y alta
polaridad, mientras que el extracto metandlico (TMeOH)
sélo presentd compuestos polares, como los fenoles
(Aleixandre-Tudo et al., 2018). No hay estudios que hayan
evaluado extractos del género Buddleja en el modelo de
cierre de herida in vitro; sin embargo, si existen estudios
que han evaluado otras especies.
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Tonin et al. (2016) evaluaron la actividad cicatrizante
del extracto metandlico de Rubus imperialis, el cual fue
efectivo de 1 a 100 pg mL"; el mayor efecto fue a 10 pg
mL", mientras que Lee et al. (2016) encontraron que el
extracto metandlico de Piper cambodianum fue efectivo
de 1 a 50 yg mL", con mayor actividad a 10 pg mL™". En
este estudio se observé efecto positivo de 10 a 50 pg mL™,
lo cual es semejante a lo encontrado en otras especies.

Previamente, Estrada-Zufiiga et al. (2009) analizaron el
extracto metandlico de hojas de B. cordata por HPLC-UV,
encontraron seis compuestos en dicho extracto, cuatro
acidos (cafeico, cumérico, ferdlico y sinapico) y dos
feniletanoides (linarina y verbascosido como compuesto
mayoritario). El verbascosido aislado de Verbascum
mucronatum Lam. tiene actividad cicatrizante in vivo (en
modelos de escision e incision a los 10 y 12 d), efecto
antiinflamatorio al inhibir el edema de pata trasera en
rata (200 mg kg™") y actividad antinociceptiva en un 50 a
67 % (Akdemir et al., 2010), también presenta un efecto
antioxidante con un porcentaje de proteccion del 68 al 88
% (Mensah et al., 2001), efecto fotoprotector in vitro contra
la radiacion UV-B (Avila et al., 2005) e inhibe la agregacion
plaquetaria (Campo et al., 2012). Todas estas actividades
favorecen el cierre de la herida de forma gradual, lo que
evita anormalidades en la cicatrizacion.

Todo lo anterior sugiere la presencia del verbascosido
en los extractos de tepozan del presente estudio, lo que
ayuda a potenciar el cierre de la herida in vitro en las
concentraciones activas; sin embargo, es necesario
estudiar la composicidon quimica de los extractos para
corroborar la presencia de este compuesto. También se

0h 24h oh

DMEM-F12  20.7 % cierre de herida Thex 5 pg/mL  21.2 % cierre de herida

DMSO 0.55 uL  21.6 % cierre de herida Thex 10 pg/mL  16/3 % cierre de heri

DMSO 1.1yl 17 % cierre de herida Thex 50 pg/mL  15.8 % cierre de herida

DMSQ 5.5 uL 19 % cierre de herida

24h

TACOEL 5 pg/mL
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deben estudiar los posibles mecanismos celulares sobre
los que estarian actuando los extractos de B. cordata.

Actividad inhibitoria contra
Pseudomonas aeruginosa

Ninguno de los tratamientos de tepozan y vismia tuvo
actividad inhibitoria contra P aeruginosa. Estos resultados
no fueron los esperados, pues ambos géneros (Buddleja
y Vismia) cuentan con estudios previos que avalan su
efecto antimicrobiano. En el caso de Buddleja, Ali et al.
(2017) demostraron que B. asiatica tiene efecto contra
P aeruginosa en el modelo de difusion en agar en dosis
mayores a las estudiadas en el presente trabajo. Kuete
et al. (2007), Nufiez et al. (2013) y Salas et al. (2007)
evaluaron a V. laurentii, V. guianensis y V. baccifera,
respectivamente, en las que encontraron efecto inhibitorio
contra la misma bacteria en el modelo de difusién en agar,
al usar dosis mayores a las aqui estudiadas. Dados los
resultados obtenidos y que no se observé un efecto de
dosis dependiente (datos no mostrados), no se evaluaron
otros extractos ni otras dosis de tepozan y vismia.

CONCLUSIONES

El extracto de CH,Cl-MeOH, y en menor medida
el extracto metandlico de B. cordata, presentaron un
incremento en el cierre de herida en el modelo in vitro en
monocapa utilizado en el presente estudio. Ninguno de los
tratamientos presentdé actividad citotéxica en fibroblastos
humanos. No se encontraron efectos antibacterianos
contra Pseudomonas aeruginosa.
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