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Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

DETERMINACION DEL EFECTO CICATRIZANTE DE
Piper aduncum (MATICO) EN FIBROBLASTOS HUMANOS

Karen Paco'?, Luis Alberto Ponce-Soto?®, Marco Lopez-llasaca®°, José L. Aguilar*¢

RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hidroetandlico de Piperaduncum, en unalinea celular de Fibroblastos
Dermales Adultos Humanos (hDFa). Materiales y métodos. E| extracto se obtuvo mediante extraccion sélido-liquido,
fue concentrado y liofilizado. Se purificaron las proteinas del extracto mediante cromatografia liquida de alta eficacia
de fase reversa (RP-HPLC); las proteinas fueron identificadas por espectrometria de masas en tdndem de péptidos
tripticos y se analizaron por MALDI-TOF-TOF en un espectrometro de masa ABSciex4800. Los valores de concentracién
efectiva media (EC,;), concentracion inhibitoria media (IC;), y el porcentaje de proliferacion celular; fueron determinados
por ensayos con sales de tetrazolio (MTT) . La migracién celular se evalué mediante la “técnica de rayado” . Se analizd
la expresion de factores de crecimiento mediante el ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa a tiempo real (RT- qPCR). Resultados. La linea hDFa evidenci6 un IC,, de 200ug/mL con el extracto, el valor de
EC,,fue 103,5 ug/mL. En el ensayo de proliferacion, la proteina K2; mostr6 mayor actividad en la proliferacion respecto
de otros tratamientos (1 pg/mL). En el ensayo de migracion de fibroblastos, la proteina K2 mostré mayor actividad (50
pug/mL). La expresion relativa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) se incrementé 8,6 veces respecto
al control, en presencia de la proteina K2. Conclusiones. El extracto hidroetandlico, de Piper aduncum, asi como
las proteinas que contiene, incrementaron la proliferacién y migracion de fibroblastos dermales humanos (hDFa); asi
mismo, aumentaron la expresion de factores de crecimiento que intervienen en el proceso de cicatrizacion.

Palabras Clave: Cicatrizacién de heridas; Péptidos; Piper; Proliferacion celular; Migracion celular; Espectrometria de
masas (fuente: DeCS BIREME).

DETERMINATION OF HEALING EFFECT OF Piper aduncum
(MATICO) IN HUMAN FIBROBLASTS

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the healing effect of the hydroalcoholic extract of Piper aduncum on cell line Human Dermal Fibroblast
Adults (hDFa). Materials and methods. The extract was obteined by solid-liquid extraction, then concentrated and lyophilized.
The proteins contained in the hydroalcoholic extract was purified; by the high-performance liquid chromatography Reverse
Phase RP-HPLC; protein peaks from the HPLC purification via RP- were identified by tandem mass spectrometry of tryptic
peptides and analyzed by MALDI-TOF-TOF Mass Spectrometer on ABSciex 4800 (Applied Biosystems); these N-terminal
sequences of the 5 purified proteins, which were called K1 K2; K3; K4 and K5, were identified. The values of mean effective
concentration (EC,;), mean inhibitory concentration (IC,;), and the percentage of cell proliferation were determined by MTT
assays. Cell migration was assessed by scratch. Also the expression of growth factors was analyzed: platelet-derived growth
factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF) and Epidermal Growth Factor (EGF), using the technique of polymerase chain
reaction with real-time Reverse Transcriptase (RT-gPCR). Results. The hydroholic extract showed an IC50 of 200ug/ mL
and the EC 50 value was 103.5 mg/mL in HDFA cell line. Cell proliferation assay showed that protein K2 (1ug/mL) increased
proliferation compared to other treatments. In the fibroblast migration assay, K2 (50ug/mL) protein showed increased activity.
The relative expression of platelet-derived growth factor (PDGF) increased 8.6 folds compared to the control in the presence
of K2 protein. Conclusions. The hydrocoholic extract of Piper aduncum, as well as isolated proteins, increased proliferation
and migration of fibroblasts (HDFA); likewise they increased the expression of growth factors involved in the healing process.
In wound model in rats the angiogenesis, re-epithelialization and fibroplasia were stimulated.

Keywords: Wound healing, bioactive peptides, Piper, cell proliferation, cell migration, mass spectrometry (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Las heridas cronicas y no cicatrizadas tienen una
elevada incidencia en la poblacion a nivel mundial (.
La cicatrizacién es un proceso de restauracion que
consiste en la superposicion de eventos que involucran
la respuesta inflamatoria, regeneracion de la epidermis,
contraccion de la herida y finalmente la formacion
del tejido conectivo y remodelacién. El tratamiento
apropiado acelera el proceso de cicatrizacion y previene
la infeccion y cronicidad de la herida (2.

Cada etapa del proceso de cicatrizaciéon esta orientada
por la expresién de proteinas que controlan los
patrones del ciclo celular. El éxito del proceso depende
de factores de crecimiento, los que son polipéptidos
biolégicamente activos que actdan para alterar el
crecimiento, la diferenciaciéon y el metabolismo de una
célula diana. Destacan por su actividad en el proceso
de cicatrizacion el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) que se libera en la fase inflamatoria,
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor
de crecimiento epidermal (EGF), los que intervienen en
la fase de proliferacién celular ¢4,

A través de los afos, varios productos vegetales se han
utilizado en el tratamiento de heridas; por ejemplo, existen
extractos de hierbas que promueven la coagulacién de la
sangre, combaten la infeccion y aceleran su curacion. El
valor medicinal de estas plantas radica en constituyentes
fitoquimicos bioactivos. Estos componentes incluyen
diversas familias quimicas como alcaloides, aceites
esenciales, flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas,
y compuestos fendlicos. Ademas de estos componentes,
las plantas son las principales fuentes de péptidos, los
cuales son moléculas de proteinas de menos de 10 kDa;
que pueden existir de forma natural o ser derivados de
secuencias de proteinas nativas ©8). En los ultimos afios,
una amplia evidencia cientifica ha previsto la existencia
de péptidos activos bioldgicos y proteinas derivadas de
plantas que podrian tener efectos beneficiosos sobre la
salud humana @,

Piper aduncum, matico, se distribuye a lo largo del
Amazonas, muchas de las tribus locales utilizan las hojas de
matico como cicatrizante. Existen estudios que indican que
los flavonoides, alcaloides,saponinas, taninos, esteroides y
aceites esenciales estarian implicados en esta funcion 919,

En este trabajo evaluamos el efecto cicatrizante del
extracto hidroetandlico y péptidos bioactivos purificados
mediante cromatografia liquida de alta eficacia de fase
reversa (RP-HPLC) de Piper aduncum en la linea celular
de Fibroblastos Dermales Adultos Humanos (hDFa).
Debido a que el proceso de cicatrizacion involucra
diversas etapas; se evaludé la expresion de algunos

factores de crecimiento que intervienen en cada una de
ellas: EGF, FGF y PDGF.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE EXTRACTO HIDROETANOLICO
LIOFILIZADO DE Piper Aduncum

Las hojas de Piper aduncum, matico, fueron colectadas
de las ciudad de Arequipa y certificadas por el herbario
Arequipense HUSA de la Universidad Nacional de San
Agustin. Las hojas fueron llevadas a sequedad, para
luego ser pulverizadas en un mortero. Se pes6 50 g de
la muestra pulverizada y se realiz6 la extraccion solido-
liguido en un equipo Soxhlet, durante 6 h. Se utilizd
una mezcla etanol-agua 70/30. Finalmente, se elimind
el etanol mediante con un rotavapor. El extracto fue
liofilizado y almacenado a 4 °C.

CULTIVO DE LINEA CELULAR hDFa

La linea celular hDFa fue obtenida de Life Technologies
(Carlsbad, CA), y cultivada en placas con medio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y una
mezcla de antibidticos y antimicoticos (estreptomicina
10 mg, penicilina 10 000 unidades, anfotericina B 0,23
mg). El cultivo se mantuvo a 37 °C en una atmdsfera de
5% de CO, Se utilizo el método de azul de tripan para
evaluar viabilidad celular.

PURIFICACION DE  PROTEINAS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA DE
FASE REVERSA (RP-HPLC)

Las fracciones proteicas fueron purificadas en una
columna u-Bondapack C18 (0,78 X 30 cm) preparativa,
previamente equilibrada con &cido trifluoracético 0,1%
pH= 3,5 (tampoén A) acoplada a un sistema de HPLC
de fase reversa. El sistema cromatografico usado es
de HPLC-PDA 991 (waters), equipado con dos bombas
(waters) modelo 510/B, un inyector automatico de
muestras U6K con un lazo o asa de 2,0 mL de capacidad.
Inicialmente, la elusiéon de las muestras fue realizada
a través de un gradiente lineal con acetonitrilo 66%
(tampdn B), que fue modificado para la optimizacion de
la purificacion de las fracciones. Las fracciones fueron
monitoreadas a 280 nm (™,

IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM DE
PEPTIDOS TRIPTICOS

Los picos de proteinas provenientes de la purificacion via
RP-HPLC, se sometieron a reduccion (ditiotreitol 10 mM),
alquilaciéon (yodoacetamida 50 mM) y se analizaron por
MALDI-TOF-TOF en un espectrometro de masa AB Sciex
4800 (Applied Biosystems). Cada proteina se mezclé con
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un volumen igual de acido a-ciano-hidroxicinamico saturado
(en 50% de acetonitrilo, 0,1% Acido Trifluoroacético), en
una placa de 384 pocillos Opti-TOF, se secaron y se
analizaron en el modo reflector positivo. Los espectros
fueron adquiridos utilizando 1500 disparos y una
intensidad del laser de 3000. Se seleccionaron de forma
automatica los diez iones precursores mas intensos, y sus
espectros de fragmentacion TOF-TOF fueron adquiridos
utilizando 500 disparos a unaintensidad del laser de 3900.
La calibracion externa en cada ejecucion se realizé con
normas CalMix® (ABSciex) avistados en la misma placa.
Para la identificacién de proteinas en espectros resultantes
se realizaron busquedas en la base de datos UniProt/
SwissProt usando ProteinPilot® v.4 y el algoritmo Paragon®
(ABSciex) con 295% de confianza, o interpretada de forma
manual. Las secuencias de péptidos con puntajes mas
bajos de confianza se buscaron manualmente utilizando
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para la similitud de
proteinas y la asignacién de la familia de proteinas 2.

ENSAYOS BASADOS EN SALES DE TETRAZOLIO (MTT)
EVALUACION DEL EXTRACTO Y SUS FRACCIONES
PROTEICAS, EN LA PROLIFERACION CELULAR

Las células hDFa fueron cultivadas en placas de 96 pozos;
con una densidad de 2 x 10*células por pozo. El extracto
hidroetandlico liofilizado se disolvio en dimetilsulfoxido
(DMSO); (50, 100, 200, 250 pg/mL) y fue agregado al
cultivo. Las proteinas purificadas K1 y K2 fueron disueltas
en agua y afiadidas al cultivo (1, 10, y 50 pg/mL).

Para evaluar la proliferacion, se disolvio MTT en tampoén
de fosfatos (PBS) a una concentracion de 5 mg/mL. El
cultivo fue incubado a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) a
37 °C en una atmosfera de 5% de CO,. Una vez terminado
el tiempo de incubacion se adiciond 20 L de la solucion de
MTT y se incubd en oscuridad por 4 h a 37 °C. Finalmente,
se eliminé el MTT, se leyd la absorbancia a 570 nm en
un espectrofotémetro marca Thermo Spectronic modelo
Genesys 10 y se determiné el porcentaje de proliferacion.
Se construyeron las curvas para determinar los valores de
IC,,y EC,, ™.

ENSAYO PARA EVALUACION DE MIGRACION
CELULAR. TECNICA DEL RAYADO

Las células se cultivaron hasta confluencia y se realizé
una “herida”, introducida por el raspado con una punta
de pipeta. Las células en el borde de la herida polarizan
y migran hacia el espacio de la herida.

El cultivo fue tratado con diferentes concentraciones
del extracto hidroetandlico (50, 100 y 200 pg/mL); asi
como diferentes concentraciones de las proteinas K1y K2
(10 y 50 pg/mL). Se trabaj6 por triplicado para cada
tratamiento. Este ensayo se llevé a cabo en placas de
seis pozos, en donde se sembraron los fibroblastos,
y dejaron crecer hasta confluencia, se aplicaron los

diferentes tratamientos y, finalmente, se cuantifico la
migracion de los fibroblastos después de 24,48 y 72 h con
el software WinScratch de Ibidi. Se evalu6 el porcentaje de
migracion de fibroblastos hacia el centro de la herida (419,

EXTRACCION DEL ARN DE FIBROBLASTOS Y
ANALISIS DE EXPRESION DE ADN COMPLEMENTARIO
(ADNc) MEDIANTE RT- gPCR

El cultivo celular (hDFa) fue tratado con diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico (50, 100 y
200 pg/mL), y diferentes concentraciones de las proteinas
K1y K2 (10 y 50 pg/mL). Se trabajo por triplicado para
cada tratamiento. Este ensayo se llevé a cabo en placas
de doce pozos, en donde se sembraron los fibroblastos,
y se dejaron crecer hasta confluencia, se aplicaron los
diferentes tratamientos y se dejé incubar en diferentes
tiempos (1 y 3 h). Finalmente, se extrajo el ARN total
del cultivo, mediante el método de trizol . Se utiliz6 el
reactivo RNAzolRt. EI ARN obtenido fue transformado a
ADNCc utilizando el kit Super Script Ill Reverse Transcriptase
de Life Technologies (Carlsbad, CA); se utilizd el Equipo
Eppendorf Mastercycler realplex. Para evaluar la pureza de
ARN; se considerd la relacion 260/280. Luego, se procedié
a amplificar el ADNc utilizando primers para los genes EGF,
FGF Y PDGF, los cuales fueron obtenidos utilizando el
software “Primer3”. Los primer utilizados fueron:

Gen EGF: forward: 5CAATGCAACCAACTTCATGGS,
reverse: AAGCTTCGCTCCATTACCTGS3,

Gen FGF: forward: 5SCTCTTTCAGCATTCACACS,
reverse: 5STCCCCTAACACAACTTAC3

Gen PDGF: forward:5°CACACCTCCTCGCTGTAGTATTTAS,
reverse: 5’ GTTATCGGTGTAAATGTCATCCAA3’,

Gen GAPDH: forward: 5GAAGGTGAAGGTCGGAGTC3,
reverse: 5 GAAGATGGTGATGGGATT 3.

Se utilizé gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa;
GAPDH como gen de referencia. La amplificacion se
realizo utilizando RT-qPCR, para la cuantificacion se
utilizé el método 244%, de cuantificacion relativa (617,

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de ECSO, IC,,, porcentaje de proliferacion
celular; porcentaje de migracion y expresion relativa de
los factores de crecimiento en el cultivo celular; fueron
comparados utilizando la prueba estadistica ANOVA
de una cola, para tal objetivo se utilizd el software
GrapdPad Prism 6.

RESULTADOS
EXTRACCION DE PROTEINAS MEDIANTE RP-HPLC
Se obtuvieron cinco picos de proteinas que fueron

liofilizadas y cuantificadas via Bradford; se obtuvo 0,3
mg/mL de proteina (Figura 1).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 1. Cromatograma RP-HPLC. Cinco picos de elucion de diferentes proteinas

Los picos de proteinas obtenidos; fueron denominados
arbitrariamente: K1, K2, K3, K4 y K5; para los posteriores
ensayos.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM DE
PEPTIDOS TRIPTICOS

Se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de las
porciones n-terminales de las cinco proteinas obtenidas
por RP-HPLC:

K1 EPLLDSEGELVENGGTYYIVPA
K2 VLVDGNGEPLVNGGSAYYILS

K3 KELLDSDGDILRNGGTYYILPALR
K4 VLLDGNGEVVQNGGTYYLL

K5 QPLVDLEGNLVENGGTYYLLP

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS N-TERMINAL
MEDIANTE BLAST (ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS
DE TIPO LOCAL)

Se realiz6 el analisis de las secuencias N-terminales
de las proteinas obtenidas por RP-HPLC, utilizando el
BLAST, contra las proteinas no redundantes (nr) de la
base de datos. Se evaluaron los e-value asi como los
porcentajes de identidad.

Proteina K1: se encontré la proteina homéloga: Inhibidor de
tripsina de Psophocarous tetragonolobus. (Trypsin inhibitor
18, AltName: Full=WT-1 Psophocarpus tetragonolobus,
sequence ID P10821.1, identidad: 86%, e-value: 2e-08).

Proteina K2: se encontro la proteina homéloga: Cadena
alfa del Inhibidor de tripsina tipo Kunitz (Beta vulgaris
vulgaris, sequence ID:XP_010693620, identidad: 78 %,
e-value : 0.58).

Proteina K3: se encontrd la proteina homologa:
Inhibidor de ftripsina de  Enterolobium contorfisiliquum

(RecName: Full=Trypsin inhibitor beta chain Enterolobium
contortisiliquum, identidad: 100 %, e-value: 1e-16).

Proteina K4: se encontrd la proteina homologa: inhibidor de
tripsina DE-3 de Erythrina corallodendron, (sequence ID:
P68170.1, identidad: 100 %, e-value: 1e-12).

Proteina K5: se encontré la proteina homologa: Inhibidor
de quimotripsina de Erythrina variegata, (sequence ID.
P34952.1, identidad: 100 %, e-value: 1e-13).

Luego del analisis y busqueda de secuencias homologas;
mediante alineamiento local; se encontrd un dominio
conservado en comun para las cinco proteinas purificadas
del extracto. Este dominio pertenece a la superfamilia STI
(inhibidores de tripsina), los que son inhibidores de proteasas,
debido a que se unen con alta afinidad a sus sitios activos.
El plegamiento del dominio es comun en interleuquinas y
factores de crecimiento de fibroblastos, plegamiento tipo
“trébol”. Esta familia de inhibidores de proteasas tiene una
estructura en comun denominada Kunitz.

Finalmente las proteinas K3 y K5; tienen otro dominio
en comun denominado pfam00197, el que también
pertenece al grupo de inhibidores de proteasas y tripsina.

EVALUACION DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO
LIOFILIZADO Y SUS FRACCIONES PROTEICAS,
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

El cultivo celular fue tratado con diferentes
concentraciones del extracto (10, 50, 100, 200 y 250
pg/mL); se observé un aumento significativo en el
porcentaje de proliferacion celular después de 24, 48 y
72 h de aplicar el tratamiento (Figura 2A). Las proteinas
K1 y K2 también fueron afadidas al cultivo (1, 10, 50
pg/mL), se observé un incremento en el porcentaje de
proliferacion después de 24, 48 y 72 h de aplicado el
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Figura 2. A. Porcentaje de proliferacién de fibroblastos a las 24 y 72 h después de aplicar el extracto hidroetandlico de Piper aduncum
a diferentes concentraciones. B. Porcentaje de proliferacion de fibroblastos a las 24, 48 y 72 h después de aplicar el tratamiento con
las proteinas K1y K2 * p<0,05, ** p<0,01 comparadas con el control negativo, sin tratamiento.

tratamiento (Figura 2B). Las muestras fueron evaluadas
por triplicado y se trabajé con dos controles negativos;
uno de ellos sin tratamiento; y el otro fue tratado con
DMSO.

DETERMINACION DE EC,,

Para encontrar el valor de la concentracion efectiva
media (EC, ), se determiné el porcentaje de proliferacion
utilizando las concentraciones de 50, 100 y 200 pg/
mL del extracto hidroetandlico de Piper aduncum, y
se obtuvo el EC,; después de 24 y 48 h de aplicar el
tratamiento (Figura 3).

El software GraphPad Prism 6 permitid determinar
el valor de EC,, a las 24 h después de aplicados los
tratamientos y se obtuvo el valor de 103,5 ug/mL. El
valor de EC,, a las 48 h fue de 39,54 ug/mL.

DETERMINACION DE IC,

Para determinar la concentracion inhibitoria media (IC,,)
se obtuvo el porcentaje de proliferacion después de 72
h de aplicar el tratamiento con el extracto hidroetandlico
(50, 100 y 250 pg/mL). El valor de IC,, fue de 200 pg/mL.

DETERMINACION DE MIGRACION
FIBROBLASTOS. TECNICA RAYADO “SCRATCH”

DE

El cultivo de fibroblastos fue incubado durante 48 h
con los diferentes tratamientos (extracto, proteina
K1, proteina K2). Se observéd en el grupo control (sin
tratamiento) que pocos fibroblastos migraron al sitio de
la herida, ademas la monocapa no fue restaurada en su
totalidad (Figura 4A).



Publicacién Anticipada en Linea
Puede descargar, difundir y citar esta version preliminar, la numeracion
de las paginas es referencial y no debe ser utilizada al citar este articulo.

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2016;33(3):1-10.

Paco K et al.

log dosis vs % proliferacion-24h

160+
S
2 140+
)
2 o/ 0
£ 120
S
3
° 1004
80 T T 1
0 1 2 3

Log cc (ug/ml)

log dosis vs % proliferacion-48h

180-

160+

140-

120+

% de proliferacion

1004

80 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Log cc (ug/ml)

Figura 3. Graficas Log de la concentracion de extracto vs el porcentaje de proliferacion a las 24 y 48 h

respectivamente

Las diferentes dosis del extracto (50, 100 y 200 pg/mL)
no causaron un efecto citotoxico sobre la monocapa de
fibroblastos, sin embargo, se observé un aumento en
la migracion con respecto al control. El cultivo tratado
con 200 pg/mL del extracto hidroetandlico después de
48 h de incubacién, mostrdé un aumento significativo con
respecto a los demas controles (Figura 6A). Asi mismo,
se evalud el efecto de las proteinas K1 y K2 (10 y 50
ug/mL) en la monocapa de fibroblastos. Se evaluaron
las distancias de migracién celular a las 24 y 48 h
después de aplicados los tratamientos (Figura 4B y 4C).
La migracion de fibroblastos hacia la herida inducida se
cuantifico utilizando el software de analisis de imagenes
Win Scratch, el cual proporcioné los porcentajes de
migracion respectivos (Figura 5A).

ANALISIS DE EXPRESION DE ADNc MEDIANTE RT-gPCR

Se realiz6 la cuantificacion relativa con el método de
244ct ytilizando el gen de referencia: gliceraldehido
3-P-deshidrogenasa GAPDH ('), Se trabajé por triplicado

y se observé diferencias altamente significativas en los
patrones de expresion respecto al control (Figura 6).
Se observd un incremento significativo de la expresion
del gen PDGF; después de una hora de incubacién con
los tratamientos (extracto, proteina K1 y proteina K2)
(Figura 6A). Después de una hora de incubacién, hubo
diferencias altamente significativas en la expresion
relativa de PDGF, ocho veces mayor respecto al control;
con la proteina K2 (100 ug/mL). La proteina K1 (100
pg/mL) aumentd la expresion de PDGF en 4,5 veces
(Figura 6A). Hubo diferencias altamente significativas
en la expresion de FGF, al ser tratado con el extracto
(200 pg/mL); después de 3 h de incubacion (Figura 6D).

DISCUSION

Estudios previos detallan que Piper aduncum, posee
efecto cicatrizante; sin embargo, la actividad del extracto
no fue evaluada in vitro; considerando que el proceso de
cicatrizacion involucra diversas etapas en las que interactian
poblaciones celulares y factores de crecimiento (')

Figura 4. A. Se observa la monocapa de fibroblastos después de 24 h de incubacion sin tratamiento. B. Monocapa de
fibroblastos después de 24 h con 200 pug/mL del extracto hidroetandlico
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Existe informacion a cerca de la composicién del extracto
de Piper aduncum (terpenos, alcaloides, flavonoides);
sin embargo, no se relizé un estudio que permita aislar
e identificar proteinas o péptidos como potenciales
compuestos bioactivos. Por estas razones, en este
trabajo se evalu6 el efecto del extracto y proteinas
purificadas sobre la migracion, proliferacion y expresion
relativa de factores de crecimiento en cultivo celular de
fibroblastos (hDFa) (1012,

Las cinco proteinas identificadas mediante RP-HPLC
poseen un dominio en comun ampliamente conservado,
el cual pertenece a la superfamilia “STI” de tipo Kunitz
(inhibidores de tripsina), los cuales son inhibidores
de proteasas. Las proteinas de la familia Kunitz; se
unen con alta afinidad a sitios activos de proteasas
y poseen un plegamiento caracteristico, el cual fue
encontrado también en factores de crecimiento (FGF) e
interleuquinas (IL-1B). Las proteasas en situaciones de
herida ocasionan la degradacién de la matriz extracelular
(ME) y de otras proteinas como factores de crecimiento;
en consecuencia, se produce una prolongacion de la fase
inflamatoria, lo que impide que la herida avance hacia la
fase proliferativa. Por estas razones, las proteinas que
se encuentran en el extracto hidroetanolico de Piper
aduncum podrian favorecer el proceso de cicatrizacion,
al tener actividad inhibitoria sobre proteasas (182",

Durante la formacion de tejido de granulacién en una
herida, se liberan factores de crecimiento para estimular

la migracion y proliferacion de fibroblastos al sitio de
la herida. El extracto hidroetanolico de Piper aduncum
aumento significativamente la migracion y proliferacion
de fibroblastos en cultivo; comparado a un control no
tratado. En ambos ensayos se observo un efecto dosis-
dependiente para los tratamientos (extracto, proteina
K1, proteina K2), considerando 24 h de incubacion. La
proteina K2 (1ug/ml),incrementd de manera significativa
la proliferacion de fibroblastos, sin embargo a medida que
se incremento la dosis se observd una disminucién en la
proliferacion, este efecto podria darse por el aumento de la
confluencia en los pozos de cultivo celular o por un efecto
citotoxico de la proteina en el cultivo. (Figura 2B)

Asi mismo, cuando se considera 48 y 72 h de incubacion,
se observé un efecto citotoxico en la proliferacion celular,
por tal motivo, para posteriores ensayos se recomienda
determinar el valor de IC, de ambas proteinas 2.

En el ensayo de migracion celular (técnica del rayado),
para todos los casos, se observd un efecto dosis
dependiente. La proteina K2 (50 pyg/mL) tuvo un efecto
altamente significativo en la migraciéon. La técnica del
rayado presenta algunas ventajas por ser sencilla, rapiday
facil de interpretar; sin embargo, se debe tomar en cuenta
algunos inconvenientes como si existen variaciones en el
ancho de la herida inducida; siendo este parametro critico
en la evaluacion de la migracién de fibroblastos. Ademas,
algunas células permanecen adheridas en la placa
después de la induccion de la herida. Por estos motivos
se recomieda utilizar nuevas técnicas que no presenten

A
o 807
°
(0]
i 604
° -=- No tratadas- DMSO
S 40, -= Extracto 50 ug/m
< -« Extracto 100 ug/ml
'g 20 -+ Extracto 200 ug/ml
®
Q
< 0
N T T T 1
0 20 40 60 80
horas
B Cc
- No tratadas- DMSO - No tratadas- DMSO
© = Proteina K1 -10 ug/ml © = Proteina K2 -10 ug/ml
B! 80 -+ Proteina K1 -50 ug/ml S 100; -+ Proteina K2 -50 ug/ml
2 60 2 80
S 40 &
= S 40
N 20 £ 20
® ®
5 O 5 0 . . ’ ,
- 0 20 40 60 80 - 0 20 40 60 80
R X

horas

horas

Figura 5. Migracion de fibroblastos después de 24, 48 y 72 h de incubacién, utilizando la “técnica del rallado”(Scratch). A. Porcentaje
de cicatrizacion de herida (migracion) con el extracto hidroetandlico (50, 100 y 200 pg/mL). B. Porcentaje de cicatrizacion de herida
(migracién) con proteina K1 (10 y 50 pg/mL) C. Porcentaje de cicatrizacion de herida con proteina K2 (10 y 50 pg/mL)
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variacion significativa en el tamafio de la herida, una
de estas técnicas es ECIS (deteccion de la impedancia
eléctrica de la célula-sustrato) 3.

Por otro parte en el presente estudio se utilizé la prueba
de RT-gPCR en tiempo real para evaluar los efectos del
extracto acuoetanolico de Piper aduncum y las proteinas
K1y K2 en los niveles de expresion de los genes FGF,
EGF Y PDGF. Los datos obtenidos demostraron que
los tratamientos (extracto, proteina K1, proteina K2)
aumentaron significativamente la expresion génica
de PDGF, FGF Y EGF. Sin embargo, el efecto de las
proteinas K1y K2 en la expresion, después de 3 h tuvo
un aumento altamente significativo comparado al efecto

Expresion PDGF - 1 hora

Expresion FGF - 1 hora

del extracto. En este ensayo se utilizd el gen GAPDH
como referencia; sin embargo, para posteriores ensayos
se recomienda utilizar otros genes, ya que algunos
trabajos describen que la expresion de GAPDH es
alterada en el proceso de cicatrizacion ?.

Los efectos sinérgicos de las mezclas de componentes
bioactivos contenidos en extractos de plantas pueden
explicar su importancia ©®. Por tal motivo, en este
estudio se demostré que el extracto hidroetandlico de
Piper aduncum aumenté la proliferacion, migracion de
fibroblastos humanos, e incrementé la expresion de los
genes FGF, EGF y PDGF; eventos que demuestran su
efecto cicatrizante.

Expresion EGF - 1 hora
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Figura 6. (A y B) Incremento de la expresion relativa de PDGF después de 1 y 3 h respectivamente. (C y D) Incremento de la
expresion relativa de FGF después de 1y 3 h respectivamente. (E y F) Incremento de la expresion relativa de EGF después de 1y 3
h respectivamente. Las barras indican diferencias altamente significativas p<0,05 comparadas con el control
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Sin embargo, los resultados mas resaltantes ponen en
evidencia que las proteinas K1 y K2 tienen efecto potencial
en la cicatrizacién, se obtuvieron diferencias altamente
significativas comparadas a los controles. Estos resultados
respaldan la hipotesis de que péptidos activos y proteinas
derivadas de plantas tienen efectos beneficiosos en la salud
humana, en este caso, en el proceso de cicatrizacion - 2),

La identificacion de péptidos bioactivos a partir de
extractos de plantas es clave para el disefio de nuevas
terapias para la curacion de heridas agudas y cronicas.
En un futuro, la combinacion de varios péptidos permitira
desarrollar una nueva clase de terapia que tenga
implicancias en la cicatrizacion 7).
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