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Wound healing effect induced by Mangifera indica var. manila
proteins in human fibroblast
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RESUMEN

La medicina ayurveda ha reportado el uso de
Mangifera indica L. (mango) para la cicatriza-
cién de heridas ocasionadas por picaduras y
mordeduras de ciertos animales. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto cicatri-
zante de las proteinas de mango in vitro en un
modelo de herida-cicatriz en fibroblastos hu-
manos. Las proteinas totales de la pulpa de
mango fueron aisladas y cuantificadas usan-
do el método de Bradford. Posteriormente, las
muestras fueron liofilizadas y cuantificadas por
el método BCA. La electroforesis SDS-PAGE
fue usada para la separacion e identificacion
de las fracciones proteicas. Se realizaron en-
sayos de citotoxicidad a 24 h de las proteinas
(0.25 pg/mL, 2.5 ug/mL y 25 ug/mlL) en los
fibroblastos humanos. El ensayo herida-cicatriz
fue llevado a cabo a través de un raspado en el
cultivo de fibroblastos, midiendo la longitud
de la herida mediante microscopia, después de
los tratamientos con las diferentes concentra-
ciones de proteinas a 24 h y 48 h. Se calculé el
porcentaje de cierre de herida. Las proteinas
de mango aisladas presentaron un peso mo-
lecular entre 10 kDa y 95 kDa y similar al con-
trol (P < 0.05) no indujeron citotoxicidad o
cambios morfoldgicos en los fibroblastos a las
concentraciones utilizadas. El tratamiento uti-
lizando 0.25 pg/mlL de protemas de mango su-
giere un incremento en la mlgramon de los
fibroblastos que podria favorecer el cierre de la
herida.

PALABRAS CLAVE: cicatrizacion de heridas, fi-

broblastos humanos, proteinas de mango, migra-
cion celular, ensayo herida-cicatriz.

ABSTRACT

Ayurvedic medicine has reported the use of
Mangifera indica L (mango) to heal wounds
caused by stings and bites from certain ani-
mals. The aim of this study was to evaluate
the healing effects of mango proteins in vitro
in a wound scar model in human fibroblasts.
The total proteins from mango pulp were iso-
lated and quantified using the Bradford method
and subsequently the samples were lyophi-
lized and quantified by BCA. SDS-PAGE elec-
trophoresis was used for the separation and
identification of the protein fractions. Assays
to determine protein cytotoxicity were perfor-
med by quantifying fibroblast viability at di-
fferent protein concentrations (0.25 ug/mlL,
2.5 nug/ml, and 25 pug/mL). The scratch wound
assay was carried out through scraping the fi-
broblast culture, with wound length being mea-
sured via microscopy after treatment with
the different protein concentrations at 24 h,
and 48 h and the percentage of wound closure
being calculated. The isolated mango proteins
had a molecular weight between 10 kDa and
95 kDa and similar to the control (P < 0.05)
they did not induce cytotoxicity or morpholo-
gical changes in fibroblasts at the concentra-
tions used. The treatment using a 0.25 pg/mL
protein suggests an increase in fibroblast mi-
gration that could favor wound closure.

KEYWORDS: wound healing, human fibroblasts,
mango proteins, cell migration, essay wound scar.
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INTRODUCCION

La cicatrizacién es un proceso bioldgico cu-
ya finalidad es reparar el tejido daflado has-
ta la formacion de una cicatriz. Es un pro-
ceso complejo, el cual esta controlado por
moléculas y factores de crecimiento. Para lle-
varlo a cabo se requieren diversas células,
como queratinocitos, fibroblastos y células
inflamatorias, ademds de mediadores inmu-
nolégicos como factores de crecimiento, y
mensajeros quimicos, como las interleucinas,
quimiocinas y proteinas de la matriz celu-
lar (ECM, por sus siglas en inglés: extracellu-
lar matrix) (Fernandez-Guarino y col., 2023),
las cuales se organizan de tal manera que
puedan establecer reacciones e interrelacio-
nes celulares y su proliferacion esta media-
da por citocinas liberadas al medio extrace-
lular. Dicho proceso se activa una vez que se
produce una herida (Lin y col., 2023).

En condiciones normales, la cicatrizacion se
realiza sin complicaciones; sin embargo, en
algunas patologias cronicas degenerativas, co-
mo la diabetes y obesidad, las heridas tar-
dan mas en cicatrizar, originando problemas
de infecciones por microorganismos (Raziye-
va y col, 2021). El uso indiscriminado de tra-
tamientos a base de cortisona, en pacientes
con algun tipo de artritis, asma e inmuno-
suprimidos y la utilizacion de cremas anti-
bacterianas durante periodos prolongados de
tiempo, afectan la estructura y funcionalidad
de la piel, ya que estas contienen neomicina,
polimixina B y bacitracina; compuestos que
ocasionan prurito, ardor, irritacion, enrojeci-
miento y erupciones (Punjataewkupt y col., 2019).

La diabetes es una de las patologias con ma-
yor incidencia de complicaciones en los proce-
sos de cicatrizacion y se estima que a la fecha
existen 451 millones de personas a nivel mun-
dial que padecen esta enfermedad. Los dafios
colaterales que presentan los pacientes dia-
béticos son principalmente ulceras de presion
y ulceras del pie diabético (Ousey y col., 2018).

Mangifera indica L. (mango) pertenece a la
familia Anacardiaceae y es uno de los frutos
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con mayor demanda comercial a nivel mun-
dial. Se cultiva en regiones tropicales y sub-
tropicales incluyendo a Meéxico (Marquinez
y col, 2023). El mango es una fuente im-
portante de fibra, ademas de tener un alto
valor nutricional por su contenido en vita-
minas, minerales, polifenoles, carotenos, acido
ascorbico, fitoquimicos, carbohidratos y pro-
teinas (Quintana y col., 2021; Lenucci y col,,
2022; Rajasekaran y Soundarapanduan, 2023).

En la medicina ayurveda (medicina tradicio-
nal india), el mango y sus componentes han
sido valorados por sus propiedades terapeu-
ticas, como su capacidad antiinflamatoria y
cicatrizante (Shah y col., 2010). Se han utili-
zado para tratar diversos tipos de heridas,
incluidas las mordeduras de serpientes y otros
animales (Pithayanukul y col., 2009). Sin em-
bargo, la mayoria de los estudios se han cen-
trado en evaluar los efectos de los compues-
tos fitoquimicos, principalmente taninos, fla-
vonoides y triterpenos (Kumar y col, 2021; Ra-
jasekaran y Soundarapandian, 2023).

En un modelo de ratones machos blancos
Swiss donde se estudio el efecto del extrac-
to de hoja de mango en la cicatrizacion de
heridas, se demostré mejoria en el proceso
de cicatrizacién (Suhatri y col, 2022). Ade-
mas, se establecid un efecto favorable del ex-
tracto de hojas de mango sobre la forma-
cién de colageno y el aumento de la epiteli-
zacion de heridas en ratas Sprague Dawley.
Estas propiedades curativas se atribuyeron
principalmente a los taninos presentes en el
mango (Nuevo y Bernardino, 2013).

Para reducir el uso de animales en experi-
mentos médicos, se han desarrollado varios
modelos humanos in vitro que permiten in-
vestigar la movilidad celular durante la ci-
catrizacion de heridas. Se ha descrito la mo-
vilidad de queratinocitos, melanocitos, fibro-
blastos y células endoteliales, ya que son las
células residentes encargadas de restaurar las
principales caracteristicas estructurales de la
piel (Hofmann y col, 2023). El interés en
los fibroblastos como modelo de migraciéon
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celular, se debe a que estos pueden propor-
cionar un método para evaluar la cicatriza-
cion de heridas (Grupta y col, 2022).

En los ultimos afios, el papel de las protei-
nas de mango ha llamado la atencién, no sé-
lo desde el punto de vista alergénico, sino
también porque tienen un posible efecto so-
bre la viabilidad celular (Herbert-Doctor y
col., 2017). Hasta ahora, no queda claro el pa-
pel de las proteinas del mango en los me-
canismos de migracion y proliferacién nece-
sarios para la curacion de heridas.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
cicatrizante de las proteinas de mango en un mo-
delo de herida-cicatriz en fibroblastos humanos.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Los frutos de mango (Mangifera indica var.
manila) fueron recolectados en estado de ma-
durez fisiolégica en la poblacion de Jalcomul-
co, Veracruz, México, durante los meses de ju-
nio y julio de 2020. La fruta fue separada de
la cascara para obtener el extracto proteico a
partir de la pulpa.

Obtencion de los extractos proteicos

Se obtuvieron los extractos proteicos confor-
me a las especificaciones de Zhou y col. (2016)
con las siguientes modificaciones. La pulpa
de mango fue fragmentada y congelada en ni-
trogeno liquido y disgregada mecanicamente
hasta su completa pulverizacion. Se pesaron
2.5 g del mango pulverizado y se adicionaron
25 mL de Tris-HCL 0.5M (pH 7.2), agentes
desnaturalizantes como el dodecil sulfato de
sodio (SDS, por sus siglas en inglés: sodium
sulfate dodecyl) al 1 % y agentes reductores
como el B-mercaptoetanol al 0.5 % para la li-
sis de la matriz alimentaria y la obtenciéon de
las proteinas por agitacidn, y posterior centri-
fugacién a 18 560 xg (Sorvall Super T21, USA)
durante 30 min.

Las proteinas fueron obtenidas del sobrena-

dante usando metanol-cloroformo, mezclan-
dose hasta su completa disolucién. Posterior-
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mente, fueron centrifugadas a 2 016 xg por
6 min. Después, las proteinas fueron mez-
cladas con acetona fria 1:2 para inducir su
precipitacién y centrifugadas a 2 016 xg por
6 min, decantandose y volviéndose a precipi-
tar hasta que los residuos de acetona se eli-
minaron. Las proteinas fueron resuspendidas
en 1 mL de amortiguador de fosfatos (PBS,
por sus siglas en inglés: phosphate-buffered
saline) y almacenadas a -20°C. Se cuantifi-
caron, empleando el método de Bradford. La
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE,
por sus siglas en inglés: Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) y SDS, fue realizada para su
identificacion, utilizando 10 mg/uL de protei-
nas disueltas en amortiguador Laemmli, el cual
contiene SDS y [-mercaptoetanol, que se unen
a las proteinas y rompen los enlaces no co-
valentes que mantiene su estructura tridi-
mensional, con lo cual se logra una mayor se-
paraciéon de las proteinas de acuerdo a su pe-
so molecular. Adicionalmente, se realizé una
comparacion de proteinas disueltas en amor-
tiguador Laemmli sin [-mercaptoetanol para
comparar la separacion de las proteinas. Con
la finalidad de conservar sus propiedades,
los extractos proteicos fueron liofilizados (La-
bconco, 4.5 L. USA) mediante un proceso de
secado por congelacion durante 24 h y cuan-
tificados por el método del acido bicinconini-
co (BCA, por sus siglas en inglés: Bicinchoni-
nic Acid). Los tratamientos para su aplicacion
en el modelo in vitro se disefiaron de acuer-
do a dosis reportadas previamente de 25 pg/mlL,
y a partir de esa concentracién se realizaron
diluciones seriadas de 2.5 pg/mL y 0.25 ug/mL
(Conejero y col., 2007). Las proteinas se di-
solvieron en medio de cultivo Eagle modifi-
cado por Dulbecco (DMEM, por sus siglas en
inglés: Dulbecco's modified eagle medium).

Preparacion de los tratamientos celulares

Se prepararon cuatro soluciones de trabajo
(stock), disolviendo por separado 50 mg de
proteinas liofilizadas en 5 mL de medio de
cultivo DMEM, con un mezclador vortex (Fiz-
nevortex FinePCR, Daigger, Korea). Para in-
corporar las proteinas al medio de cultivo e
incrementar su solubilidad, se utilizaron cua-
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tro técnicas: centrifugacion, filtracion, mezcla
con dimetilsulfoxido (DMSO, por sus siglas en
inglés: dimethyl sulfoxide) y concentracidon a
través de columnas de ultrafiltracion Vivaspin™
3000MWCO. En la primera técnica, la solu-
cion homogenizada se centrifugd a 1.9 xg por
4 min a 4 °C. En la segunda, la solucion se
filtro utilizando una membrana (Merck-Milli-
pore) de 045 pum. A la tercera solucion se
le adiciondé 01 % de DMSO (Sigma-Aldrich)
mezclado por agitacién, y posteriormente se
filtr6 en una membrana de 045 pum. Por ul-
timo, la cuarta solucién homogenizada se in-
cubd en bafio de agua (Termobafio AR-371D,
México) a 37 °C por 30 min, posteriormen-
te se centrifugé a 5.8 xg por 6 min a 4 °C,
obteniéndose el sobrenadante, el cual se fil-
tré en una membrana y después se depositd
en una columna de ultrafiltracion Vivaspin™
3000MWCO, centrifugandose a 13 257 xg du-
rante 20 min a 4 °C. De las cuatro solucio-
nes se recupero el sobrenadante para la cuan-
tificacion de proteinas por BCA.

Cultivo celular

Se obtuvieron fibroblastos de piel humana,
provenientes de tres pacientes del banco de
criopreservacion (-195.8 °C) del Instituto Na-
cional de Rehabilitacién Luis Guillermo Iba-
rra Ibarra (INR-LGII) de la Ciudad de México,
México. Estas células fueron obtenidas de re-
manentes de cirugias de abdominoplastia de
pacientes que firmaron un consentimiento in-
formado para su inclusion antes de participar
en el estudio, el cual, fue conducido de con-
formidad con la Declaracién de Helsinki, y el
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
CONBIOETICA-09-CEI-031-201711207 (Iden-
tificacion del proyecto 78/15) del INR-LGII.

Los fibroblastos fueron descongelados en pri-
mer pase (primera etapa en donde crecen los
fibroblastos en medio de cultivo) y expandidos
con DMEM conteniendo 10 % de suero fetal
bovino (FBS, por sus siglas en inglés: fetal
bovine serum) y 1 % antibidtico-antimicotico
(penicilina-estreptomicina PE, Gibco). El me-
dio de cultivo fue reemplazado con medio fres-
co cada tercer dia hasta que las células alcan-
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zaron una confluencia de 80 % a 90 % en el
frasco de cultivo.

Ensayo de viabilidad celular

En una placa de 24 pozos, se colocaron
35 000 células por pozo con medio DMEM
con 10 % FBS y 1 % PE. Las células se culti-
varon durante 24 h y posteriormente se retird
el medio de cultivo, agregandole medio DMEM
al 2 % de FBS conteniendo las diferentes dosis
de proteinas de mango (25 pug/mlL, 2.5 ug/mL
y 025 ug/mL). Las células fueron estimula-
das durante 24 h para determinar los efectos
téxicos inducidos por las proteinas de man-
go, a través de la identificacion de cambios
morfologicos en las células mediante micros-
copia de campo claro y la técnica de Flick
y Gifford (1984), que incorpora el colorante
cristal violeta para cuantificar las células vi-
vas. Se utilizd un grupo de células control (cé-
lulas sin proteinas). A las células se les reti-
ré el medio de cultivo y los tratamientos me-
diante lavados con PBS y se fijaron usando
glutaraldehido al 2.5 % (Hycel); la tincion se
realizd con cristal violeta al 01 % (Sigma-
Aldrich). Se documentaron los cambios mor-
fologicos a través de fotografias, con un mi-
croscopio EVOS FL (modelo 1.1113-178C-173,
Thermo Scientificc W. A., United States). La
absorbancia se cuantifico a 595 nm en un lec-
tor de microplacas Biorad Mark (10176) Ja-
pan. Las absorbancias se normalizaron al %
de viabilidad celular de las células control,
de las cuales 100 % se consideraron viables
(Krebs y col., 2018).

Ensayo herida-cicatriz

Se realizaron ensayos herida-cicatriz utilizan-
do placas de cultivo de 6 pozos conteniendo
150 000 fibroblastos por pozo, los cuales fue-
ron cultivados, y al alcanzar 80 % de confluen-
cia, estos fueron pretratados con 10 pug/mL de
mitomicina C (Sigma-Aldrich) por 4 h para
descartar la influencia de la proliferacion ce-
lular en el cierre de la herida. Se llevaron a cabo
estudios adicionales sin el uso de mitomicina C.

Se realizé un raspado por la mitad de la su-
perficie del pozo utilizando una punta esté-
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ril de 1 000 uL. Las células despegadas por
el dafio mecdnico fueron retiradas y se co-
locaron las distintas concentraciones expe-
rimentales de proteinas de mango disueltas
en DMEM al 2 % de FBS, 1 % PE. Las cé-
lulas tratadas se compararon contra un con-
trol (células con herida, tratadas con medio
de cultivo sin proteinas de mango). A las 24 h
se llevd a cabo la fijacion de las células y su
tincion con la técnica de Cristal Violeta en
todas las muestras, antes de fotografiarlas en
campo claro con un microscopio EVOS FL
(modelo 1.1113-178C-173, Thermo Scientific, W. A.
United States). Se realizaron ensayos adicio-
nales de cicatrizacion para evaluar el cierre
de la herida a 24 y 48 horas mediante re-
gistro fotografico en células vivas, sin fijacion
ni tincién. Las imagenes se obtuvieron en
campo claro con el mismo equipo y se inte-
graron en una figura comparativa, optimizada
digitalmente para mejorar la nitidez y faci-
litar la evaluacion morfolégica. La distancia
de la migracién celular entre los bordes del
area daflada mecanicamente de la monocapa
se calculd utilizando el software EVOS® FL
and FL color Cell Imaging Systems v.14 Rev
26059 (Grada y col., 2017).

La adquisicién de datos consistié en dividir
la herida en tres segmentos: superior, medio
e inferior. Se realizaron al menos tres medi-
ciones de la distancia entre los bordes de las
tres areas y se calculd la media. Para deter-
minar el porcentaje (%) de contraccidon de la
herida se aplicé la siguiente formula a las
24 h y 48 h (Sushanth y col,, 2016).

Area cicatrizada

% Contraccion de la herida = 100

Area total de la herida

Analisis estadistico

Los resultados de la viabilidad celular y de la
contraccién de la herida fueron expresados
como la media aritmética de tres repeticiones
provenientes de tres experimentos indepen-
dientes + el error estandar (ES). La signifi-
cancia estadistica de la viabilidad se determi-
no realizando un analisis de varianza (ANOVA)
de una via con un intervalo de confianza del
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95 %, seguido de un andlisis post-hoc de Tu-
key, con nivel de o < 0.05. En la variable con-
traccion de la herida, los datos fueron ex-
presados como la media + ES. Se evalud la di-
ferencia de las micras de la lesion entre los
tratamientos a lo largo de O h, 24 h y 48 h
mediante la prueba de ANOVA de 2 vias de
medidas repetidas. En caso de detectar signi-
ficancia en los efectos principales, se repro-
gramé el andlisis utilizando un ANOVA de
una via de medidas repetidas para el adecuado
calculo de los estadisticos. Las comparacio-
nes multiples se realizaron mediante la prue-
ba de Bonferron. El programa estadistico uti-
lizado fue Graph Pad Prisma version 8.2.1.

RESULTADOS

Caracterizacion del extracto proteico de mango
La muestra de pulpa de Mangifera indica ana-
lizada por electroforesis, tenia una concentra-
cion de proteinas de 10 pg/ulL, y mostro 7 ban-
das de proteinas, las cuales correspondieron a
pesos moleculares de 10 kDa, 17 kDa, 30 kDa,
40 kDa, 55 kDa, 72 kDa y 95 kDa, con base
en el marcador de peso molecular (Figura 1:
carril 1). La banda de proteinas de 40 kDa
mostré mayor intensidad en todos los carriles.
Se observd una mayor cantidad de fracciones
proteicas cuando la muestra se disolvié en el
amortiguador Laemmli conteniendo [-mercap-
toetanol (carril 3), que sin B-mercaptoetanol, ya
que existe menor cantidad de fracciones pro-
teicas, no obstante, la banda correspondiente a
40 kDa se identifico (Figura 1: carriles 2,4, 5,6 y 7).

Efecto del extracto de proteinas de mango en
laviabilidad celular

Los ensayos de viabilidad no mostraron cam-
bios morfoldégicos en los fibroblastos por efec-
to de los diferentes tratamientos con respecto
al control, todos presentaban una morfologia
tipica fusiforme y un indice alto de mitosis,
comportamiento indicativo de no haber sufri-
do un efecto citotdxico al ser expuestos a las
proteinas de mango (Patil y col., 2020).

Se observd un mayor porcentaje de viabili-

dad con las técnicas de centrifugacion y fil-
tracion (Tabla 1), probablemente porque estos
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Marcador de peso molecular

17 kDa

10 kDa

B Figura 1. Electroforesis de las proteinas de la pulpa de mango. Carril 1, marcador de pe-

so molecular (10 kDa a 180 kDa). Carril 2, electroforesis de proteinas de mango resuspendi-
das en amortiguador de corrida Laemmli sin -mercaptoetanol. Carril 3, proteinas de mango
en amortiguador Laemmli con B-mercaptoetanol, Carriles 4 al 7; repeticiones de diferentes
aislados de proteinas de mango en Laemmli” sin f-mercaptoetanol.
Figure 1. Electrophoresis of mango pulp proteins. Lane 1, molecular weight marker (10 kDa
to 180 kDa). Lane 2, electrophoresis of mango proteins resuspended in Laemmli buffer without
B-mercaptoethanol. Lane 3, mango proteins in Laemmli buffer with B-mercaptoethanol, lanes
4 to 7; repeats of different mango protein isolates in Laemmli without 3-mercaptoethanol.

Bl Tabla 1. Efecto de la concentracion de las proteinas de mango en la viabilidad de los fibro-
blastos a las 24 h en funcion del método de obtencion.
Table 1. Effect of mango protein concentration on fibroblast viability at 24 hours according to the
extraction method.

Control 100 +0.00* 100 + 0.00* 100 £ 0.00* 100 + 0.00*

25 (ug/mL) 1154 +4.89° 1197 + 3.60° 8949 + 593" 9313 +1.73"
2.5 (ug/mL) 116.3 £ 2.35 1354 +14.95¢ 91.77 + 5.25" 98.50 + 0.90°
0.25 (ug/mL) 1251+ 2.79° 123.6 + 3.99" 89.79 £ 5.91° 94.96 + 0.09"

ab [ etras distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para un mismo método de obtencién (P < 0.05).
Los datos estdn expresados como la media + error estandar al menos de 3 experimentos independientes.
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procedimientos retienen las proteinas de bajo
peso molecular, como las lectinas, la cuales
son mitogénicas permitiendo una mayor pro-
liferacién, y por lo tanto un porcentaje ma-
yor de viabilidad (Fujii y col., 2024). Los fi-
broblastos de piel que estimularon con pro-
telnas que se obtuvieron por centrifugacion,
mostraron un incremento en la viabilidad
que vario de 1540 % a 2510 % por efecto
de las diferentes concentraciones proteicas,
comparado con el control. En el caso de la
estimulacion de fibroblastos con proteinas
de mango obtenidas a través de la filtracion,
el incremento vario de 1970 % a 3545 %,
comparado con el grupo de células control.

En contraste, las técnicas de obtencion de
proteinas utilizando DMSO y ultrafiltracion
indujeron un leve decremento en el porcen-
taje de viabilidad celular, probablemente aso-
ciado al DMSO y a la temperatura de incu-
bacién en el bafio de agua, las cuales pueden
desnaturalizar y agregar las proteinas de ba-
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jo peso molecular (Pal y col, 2012), en tan-
to que la ultrafiltracién podria impedir el pa-
so de algunas proteinas de interés (Greening
y Simpson, 2010). Sin embargo, el porcenta-
je de viabilidad fue superior al 50 % en am-
bos casos, lo que se considera aceptable (Wei
y col, 2020). En los cultivos con las prote-
Inas disueltas en DMSO, el decremento va-
rio de 823 % a 10.51 %. En las proteinas que
se obtuvieron por ultrafiltracion, el decre-
mento varid de 1.5 % a 6.87 % (Tabla 1). Ba-
sados en estos resultados, se utilizd el tra-
tamiento de proteinas de mango por centri-
fugacion para los ensayos de migracion.

Efecto de las proteinas de mango sobre la mi-
gracion celular de fibroblastos

En la Figura 2 se muestran los tratamientos
en los que las células recibieron tratamiento
previo con mitomicina C, que es un agente
antineoplasico y antiproliferativo que reduce
la formaciéon de colageno por los fibroblas-
tos e impide la duplicacion celular (Chen y
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B Figura 2. Ensayo herida-cicatriz con pretratamiento de mitomicina C a las 24 h. A) Control
de fibroblasto sin estimulo, vehiculo: DMEM 2 % SFB, 1 % PE (penicilina-estreptomicina). B)
Fibroblastos + 25 pug/mL de proteinas de mango. C) Fibroblastos + 2.5 ug/mL de proteinas de
mango, y D) Fibroblastos + 0.25 ug/mL de proteinas de mango. Determinacion de la migra-
cién celular por microscopia de campo claro con microscopio invertido EVOS Floid Ther-
mo Scientific. Las imagenes son representativas de 1 a 3 campos de tres experimentos con
diferentes pacientes. Objetivo de 10X. Células teiiidas con colorante cristal violeta.

Figure 2. Wound-scar trial with pretreatment of mitomycin C. A) Control or fibroblasts without
stimulation, vehicle: DMEM 2 % FBS, 1 % PS (penicilin-streptomycin). B) Fibroblasts + 25 ug/mL
of mango proteins. C) Fibroblasts + 2.5 ug/mL of mango proteins, and D) Fibroblasts + 0.25 pg/mL
of mango proteins. Determination of cell migration by brightfield microscopy in EVOS inver-
ted microscope, Floid Thermo Scientific. The images are representative of 1 to 3 fields and three
independent experiments with different patients, target 10X. Cells stained with violet crystal dye.
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col.,, 2006). El cultivo control presenté a las
24 h una tasa de cierre de herida de 2578 %.
En las muestras expuestas a proteinas de
mango, el tratamiento de 2.5 ug/mlL mostro el
mayor porcentaje de cierre de herida (21.62 %),
en comparacion con los otros dos tratamien-
tos: 25 ug/mL (12.00 %) y 0.25 ug/mL (13.65 %);
pero ninguno de los tratamientos redujo sig-
nificativamente el cierre de herida en compara-
cién con el control.

En la Figura 3 se muestran los fibroblastos
que se sometieron a una prueba de raspado de
la herida sin pretratamiento con mitomicina
C. El tratamiento control mostrd a las 24 h,
un cierre de la herida del 22.15 %. En las cé-
lulas expuestas a proteinas de mango el cierre
de herida varié de 6.29 % a 1376 %.

La Figura 4 muestra el cierre de herida de
manera inmediata a la realizacién de la heri-
da (O h) alas 24 h 'y 48 h, de los fibroblastos

pretratados con mitomicina C. Las muestras
control presentaron 29 % de cierre de heri-
da a las 24 h (Figura 4B) y de 336 % a las
48 h (Figura 4C). Las células expuestas a una
concentracion de 0.25 pg/mL mostraron la ma-
yor tasa de cierre de herida (33 %) a las 24 h
(Figuras 4J) y alcanzaron un 50.7 % a las 48 h
(Figura 4L). La muestra con 2.5 pg/mL mostrd
la mayor tasa de cierre (61.6 %) a las 48 horas
(Figura 4F).

Analisis de la longitud de la herida en fibro-
blastos expuestos a proteinas de mango

El % de cierre a las 24 horas (Figura 5) fue
significativamente mayor en la muestra con
0.25 ug/ml (38.06 %) indicando un mayor efec-
to respecto al control (2711 %) y los otros
dos tratamientos. Este porcentaje de cierre
correspondio a una longitud de herida me-
nor para la muestra tratada (5350 = 51.9 um)
con relacion al control (526.33 + 7.9 um). Di-
cho comportamiento concordd con la tenden-

B Figura 3. Ensayo herida-cicatriz sin pretratamiento de mitomicina C a las 24 h. A) Control de

fibroblasto sin estimulo, vehiculo: DMEM 2 % SFB, 1 % PE (penicilina-estreptomicina). B) Fi-
broblastos + 25 ug/mL de proteinas de mango. C) Fibroblastos + 2.5 ug/mL de proteinas de man-
go, y D) Fibroblastos + 0.25 ug/mL de proteinas de mango. Determinacion de la migracion ce-
lular por microscopia de campo claro con microscopio invertido EVOS Floid Thermo Scien-
tific. Las imagenes son representativas de 1 a 3 campos de tres experimentos con diferentes
pacientes. Objetivo de 10X. Células tefiidas con colorante cristal violeta.
Figure 3. Wound-scar trial without pretreatment of mitomycin C. A) Control or fibroblasts
without stimulation, vehicle: DMEM 2 % FBS, 1 % PS (penicilin-streptomycin). B) Fibro-
blasts + 25 ug/mL of mango proteins. C) Fibroblasts + 2.5 ug/mL of mango proteins, and D)
Fibroblasts + 0.25 ug/mL of mango proteins. Determination of cell migration by brightfield
microscopy in EVOS inverted microscope, Floid Thermo Scientific. The images are representa-
tive of 1 to 3 fields and three independent experiments with different patients, target 10X. Cells
stained with violet crystal dye.
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B Figura 4. Comparacion del cierre de herida en fibroblastos estimulados con proteinas de man-
go a diferentes concentraciones. A) Herida inicial del grupo control, B) 24 hy C) 48 h. D) Herida
inicial en células expuestas a 25 ug/mL de proteinas de mango. E) 24 h, F) 48 h. G) Herida
inicial en fibroblastos con 2.5 ug/ml de proteinas de mango. H) 24 h, I) 48 h. J) Herida inicial
en células con 0.25 ug/mL de proteinas de mango, K) 24h y L) 48h.

Figure 4. Comparison of wound closure in fibroblasts stimulated with varying concentrations of man-
go proteins. (A) Initial wound in the control group, followed by images at 24 h (B) and 48 h (C); (D) Ini-
tial wound in cells treated with 25 pug/mL of mango proteins, with subsequent closure at 24 h (E)
and 48 h (F); (G) Initial wound in cells treated with 2.5 ug/mL, with closure assessed at 24 h (H) and
48 h (I); (J) Initial wound in cells treated with 0.25 ug/mL, with closure observed at 24 h (K) and

48h (L).

cia hacia una mayor migracion celular pre-
sente en los cultivos que fueron estimulados
con la concentracion de 0.25 ug/mL durante
24 h. La longitud de la herida fue mas corta
a las 48 h en todos las muestras, sin eviden-
cia de una diferencia significativa por efecto
de los tratamientos.
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DISCUSION

Caracterizacion del extracto proteico de mango
El patron electroforético de las proteinas
que se identificaron en el presente trabajo
coincide con estudios previos de pulpa de
mango. Herbert-Doctor y col. (2017) reportaron
bandas de 250 kDa, 149 kDa, 75 kDa, 54 kDa,

https://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.1972
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M Figura 5. Comparacion de la longitud de la herida en porcentaje (%) entre el control y concen-
traciones de proteinas de mango. Los datos estan mostrados como la media + el error estandar de
al menos 2 experimentos independientes, al inicio O h, 24 h y 48 h. El significado estadistico de
la migracion celular fue determinado realizando un ANOVA de una via con intervalo de confian-
za del 95 %, seguido por un analisis post-hoc Tukey.

Figure 5. Comparison of wound length in percentaje (%) between control and mango protein
concentrations. The data is shown as the mean * standard error (SE) of at least 2 independent
experiments, at the beginning 0 h, 24 h y 48 h. The statistical significance of cell migration was
determined by performing one-way ANOVA with a 95 % confidence interval, followed by a post-hoc

Tukey analysis.

24 kDa, 18 kDa y 15 kDa. Asi mismo, docu-
mentaron la presencia de bandas alrededor de
15 kDa, 30 kDa y 50 kDa. La banda de pro-
teina alrededor de 30 kDa se ha atribuido a
la actividad de las lectinas. Otros autores re-
gistraron bandas con peso molecular de 14 kDa,
16 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 27 kDa, 30 kDa, 37 kDa,
40 kDa, 43 kDa, 50 kDa, 60 kDa y 70 kDa (Zhou
y col, 2016). En donde la banda de 14 kDa
pertenece a la familia de las profilinas (Wu
y col,, 2024). Algunas proteinas como Man il
(40 kDa) y Man i2 (30 kDa) han sido iden-
tificadas como los principales alérgenos (Tsai
y col,, 2021), aunque la Man il de 40 kDa co-
rresponde a la familia de gliceraldehido 3 fos-
fato deshidrogenasa (GAPDH), la cual esta pre-
sente tanto en el reino animal como vegetal,
por esto, es clasificada como una proteina mul-
tifuncional (Kopeckova y col., 2020).

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.1972

Efecto del extracto de proteinas de mango en
la viabilidad celular

Los resultados obtenidos indican que las pro-
teinas aisladas de la pulpa de mango no fue-
ron citotoxicas en ninguna de las dosis eva-
luadas, no afectaron la viabilidad de los fibro-
blastos, e incluso, en dosis altas, se identifi-
c6 una tendencia a una mayor proliferacion.
Estos hallazgos difieren de lo reportado por
Herbert-Doctor y col. (2017), quienes deter-
minaron que el extracto de proteinas de man-
go presentd, ademas de un efecto prolifera-
tivo un efecto citotoxico, aunque evaluaron la
proliferacion utilizando concentraciones mas
bajas que las de este trabajo (0.771 pug/mL y
0.076 ug/mL). También reportaron que, altas
concentraciones (3 804 ug/mlL) y tiempos de
exposicidn cortos mostraron un efecto cito-
toxico, a través de la activacion de apoptosis y

Barrera-Morales y col. (2025). Cicatrizacion inducida por proteinas de mango
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para tiempos de estimulaciéon prolongados ne-
crosis.

Efecto de las proteinas de mango sobre la
migracion celular de fibroblastos

Las proteinas se han estudiado tradicional-
mente en términos de funcién nutricional o
como alergenos (Zhou y col, 2016; Rajaseka-
ran y Soundarapadian, 2023; Wu y col., 2024),
pero estudiarlas por su efecto cicatrizante
es reciente. Varias partes del arbol de mango
han sido usadas para curar o tratar diversas
condiciones, incluyendo las heridas (Suhatri
y col., 2022), debido a que esta planta tiene
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes
y antibacterianas, entre otras (Rajasekaran y
Soundarapandian., 2023). Dichas propiedades
pueden ser atribuidas al contenido de com-
puestos fitoquimicos, tales como polifenoles,
terpernos, taninos, esteroles y carotenos (Quin—
tana y col, 2021; Kumar y col, 2021; Suhatri
y col.,, 2022).

En otro estudio, Pithayanukul y col. (2009)
evaluaron el extracto etandlico de la semilla
de mango, las cuales mostraron un efecto
inhibitorio en la actividad caseinolitica y
fibrinogenolitica del veneno de serpiente en
necrosis tisular in vitro. Ellos también repor-
taron que el extracto de mango podria inhi-
bir la actividad de metaloproteasas.

En cuanto a la migracién celular, los resul-
tados del estudio mostraron que las proteinas
de la pulpa tienden a movilizar los fibroblas-
tos en el cierre de la herida, con la concen-
tracion de 0.25 ug/mL mostrando el mejor
resultado a las 48 h y favoreciendo la migra-
cién moderadamente (Espinosa-Espinosa y col.,
2022). Los resultados con la dosis mas pe-
quefla, sugieren que a esta concentracion las
proteinas son mas solubles y fueron difun-
didas con mayor facilidad a las células, aun-
gue faltan realizar estudios que corroboren
este mecanismo.

Uno de los mecanismos para llevar a cabo la

movilizacion de los fibroblastos en la herida,
podria ser a través de la formacion de los fi-
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lamentos de actina, los cuales son necesa-
rios para la reestructuracion del citoesque-
leto y la formacion de filopodios y lamelo-
podios que permiten a la célula moverse de
un lugar a otro, un paso fundamental en la
cicatrizacién de las heridas. Algunas protei-
nas tipo profilinas, encontradas en alimentos
como el maiz, han reportado utilizar este me-
canismo de migracion (Gibbon y col., 1997).
En este estudio, la proteina de 40 kDa, pre-
sente en el extracto proteico, probablemente
tiene actividad GAPDH (Gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa), lo que le permitiria in-
teractuar con proteinas de la matriz extra-
celular (ECM, por sus siglas en inglés: extra-
cellular matrix proteins) favoreciendo la ad-
hesion de la fibronectina con la region trans-
membrana de integrina a través de receptores
o y B. A través de este proceso, la cascada
de senalizacion intracelular es activada cau-
sando un cambio en los filamentos de actina
y miosina, por lo tanto, es necesario un re-
ordenamiento del citoesqueleto de los fibro-
blastos para llevar a cabo la proliferacion y
migracion (Tristan y col, 2011; Kopeckova y
col, 2020), no obstante, una limitacion del
estudio fue la caracterizacion estructural de
las fracciones proteicas.

Anteriormente GAPDH era considerada una
proteina cuya funcién principal era la glico-
lisis. Sin embargo, se ha demostrado que par-
ticipa en muchos procesos celulares, como la
reparacion del DNA, la exportacion del RNA
de transferencia, la fusion de membranas y
transporte; también participa en la dinamica
del citoesqueleto, asi como en la muerte ce-
lular. Su actividad va a depender del estado
de oligomerizacién y modificaciones post-tra-
duccionales. GAPDH se localiza a nivel celu-
lar, ya sea en el citoplasma, vesiculas, mito-
condria, nucleo y membrana celular (Tristan
y col.,, 2011). Cuando se localiza en la membra-
na sirve como receptor de los componentes
de la ECM como la fibronectina, lamininas,
fibrindgeno y plasmindgeno (Kopeckova y col.,
2020). Esto permite que se adhiera a las cé-
lulas interactuando con lisozimas, proteinas del
citoesqueleto (actina y miosina), fibronectina,
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vitronectina y plasminégeno (Wang y col,
2021). Cuando el GAPDH se localiza en el ci-
toplasma, participa en la formacion de micro-
tubulos debido a que interactua con la tubu-
lina y actina, promoviendo la polimerizacion
de la actina (Tristan y col., 2011). Durante las
etapas del proceso de cicatrizacion de heri-
das, los tejidos estan en constante remode-
lacién finalizando con el cierre de la herida
(Tristan y col, 2011; Huerta y col, 2023) a t
ravés de la re-epitelizacion (Huerta y col,
2023).

Otra via que pudiera estarse modulando a
través de las proteinas del mango, es la acti-
vacion de proteinas reguladoras de la familia
Rho GTPasas, RhoA, Racl y Cdc42. Estas
proteinas dirigen y regulan diversos procesos
celulares como la citocinesis, la adhesion y
la motilidad. Las GTPasas actiuan como inte-
rruptores moleculares y activan la remode-
lacidon del citoesqueleto. Dicho proceso se lle-
va a cabo mediante la polimerizacién de ac-
tina y la formacion de lamelipodios (Fu y col.,
2022). La formacion de estas estructuras re-
quiere de factores que promuevan la nuclea-
cion, tales como, WAVE, WASP, WASH, WHAM
y JMY, que activan el complejo Arp2/3, el cual
es el responsable de la polimerizacion de ac-
tina, de la nucleacion (Zheng y col, 2023) y
de guiar la polaridad de la célula para el cie-
rre de la herida (Fu y col.,, 2022).

Suraneni y col. (2012) demostraron la impor-
tancia del complejo Arp2/3 en una linea ce-
lular de fibroblastos que tenia inhibido el gen
Arpc3 (subunidad 3 del complejo Arp2/3).
Cuando lo compararon con fibroblastos nor-
males que expresaban Arpc3 en un ensayo de
cicatrizacién de herida, observaron que, en
fibroblastos, sin la inhibicién del gen, la he-
rida se cerrd a las 30 h. Por otro lado, en
fibroblastos, con inhibicién del gen, el cierre
de herida se retraso; las células no lograron
extender los lamelipodios, pero generaron pe-
quenos bordes como propulsiones en las mem-
branas. Resulta interesante valorar el impacto
de las proteinas de mango en estas vias. A la
fecha, lo que se conoce es el potencial cica-

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.1972

trizante de un extracto acuoso de hojas de
mango en un modelo in wvivo con ratones
blancos machos (Mus musculus), en el cual se
demostrd que la contracciéon de la herida fue
mayor en los animales tratados con este ex-
tracto (Suhatri y col, 2022). En otro estudio
del extracto crudo de hojas de mango, los au-
tores reportaron que los componentes fitoqui-
micos como los taninos promueven el cierre
de herida en un modelo de ratas de la cepa
Rattus norvegious (Nuevo y Bernardino, 2013).
De la misma manera, se documentd que la
combinacién de miel y un extracto de pulpa
de mango pulverizado influyeron en el cierre
de la herida en un modelo in wvivo utilizando
ratones de Swiss. Este estudio demostrdo que
el 100 % de cierre de la herida ocurrio des-
pués de 10 d (Sushanth y col., 2016).

En el caso de las proteinas de la pulpa de
mango evaluadas en este estudio, mostraron
un efecto moderado sobre la migracion de
fibroblastos en el cierre de herida. Por lo tan-
to, se sugiere realizar mas estudios para ve-
rificar si las proteinas de mango ejercen un
efecto citoprotector frente a mecanismos de
dafio en la piel. También, es conveniente ca-
racterizar las diferentes proteinas involucra-
das usando técnicas como gel bidimensional
y espectrofotometria de masas, con la fina-
lidad de identificar su estructura, asi como,
realizar el analisis informatico de las mismas.
De esta manera sera posible en un futuro su
sintesis con fines farmacoldgicos (Delahunty y
Yates, 2005; Lopez-Macay y col., 2024).

CONCLUSIONES

Las proteinas de mango no mostraron un
efecto citotoxico en los cultivos celulares, a
las concentraciones empleadas, independien-
temente del método de preparacion. Las téc-
nicas de obtenciéon mediante centrifugacion y
filtracién indujeron un porcentaje mayor de
viabilidad con respecto al control, asociado
probablemente con una mayor retencion de
proteinas de bajo peso molecular, como las
lectinas, las cuales son mitdgenicas, permi-
tiendo una mayor proliferacién. Las técnicas
de mezclado con DMSO y la de ultrafiltracién
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se asociaron con la disminucion de la viabi-
lidad celular. Las proteinas de mango favo-
recieron moderadamente la migracion celu-
lar y se evidencidé una disminucién en la lon-
gitud de la herida, principalmente a las 24 h,
por lo que seria recomendable realizar més
estudios para establecer la concentracion op-
tima para inducir la maxima eficiencia de ci-
catrizacion sin mostrar efecto citotoxico.
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