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GARCIA CRUZ, Franklin Oswaldo. EVALUACION DE LA PAPAINA COMO AGENTE
ANTIANGIOGENICO in vitro. 2023. 42. Trabajo de Conclusion de Curso (Graduacion en
Biotecnologia) — Universidad Federal de la Integracion Latinoamericana, Foz do Iguagu,
2023.

RESUMEN

El uso de la papaina para tratar cicatrices es estudiado desde hace varios afos, es
utilizada como desbridante, posee accion antiinflamatoria, actuando en la contraccion y
unién de bordes de heridas que cicatrizan. Sin embargo, su uso sobre células endoteliales
microvasculares del cerebro humano no es muy conocido en la literatura, pero se sabe
que puede tener un papel importante dentro de la medicina como agente inhibidor del
crecimiento vascular en tumores. En el presente trabajo se investigo la posibilidad del uso
de la enzima papaina en un modelo de células endoteliales microvasculares de cerebro
humano in vitro. La inhibicién del crecimiento de células vasculares se realiz6 mediante la
evaluacion de la citotoxicidad en diferentes concentraciones de la enzima papaina
purificada sobre células HBMEC mediante un ensayo colorimétrico de MTT. Fue analizada
la capacidad de activacion de la migracion celular a partir de un ensayo de cicatriz. Fue
determinado que las células HBMEC son inhibidas en su crecimiento con un IC50 de
18.22 mM y su capacidad de migracion fue disminuida en un 42.24%. Asi, se sugiere
que la papaina puede ser usada como un agente remodelador de vasos sanguineos en
bajas concentraciones y como un inhibidor de vasos sanguineos en el cancer pues

obtuvimos buenos resultados con células HBMEC.

Palabras clave: Angiogénesis ; célula endotelial; papaina ; cultivo celular.
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GARCIA CRUZ, Franklin Oswaldo. EVALUATION OF PAPAIN AS AN ANTIANGIOGENIC
AGENT in vitro. 2023. 42. Trabajo de Conclusion de Curso (Graduacion en
Biotecnologia) — Universidad Federal de la Integracion Latinoamericana, Foz do Iguagu,
2023.

ABSTRACT

The use of papain to treat scars has been studied for several years, it is used as a
debridement, it has anti-inflammatory action, acting on the contraction and union of edges
of healing wounds. However, its use on microvascular endothelial cells of the human brain
is not well known in the literature, but it is known that it may have an important role in
medicine as an inhibitor of vascular growth in tumors. In the present work, the possibility of
using the enzyme papain in an in vitro human brain microvascular endothelial cell model
was investigated. Inhibition of vascular cell growth was performed by evaluating
cytotoxicity at different concentrations of the purified papain enzyme on HBMEC cells
using a colorimetric MTT assay. The capacity to activate cell migration was analyzed from
a scar assay. It was determined that HBMEC cells are inhibited in their growth with an
IC50 of 18.22 mM and their migration capacity was decreased by 42.24%.Thus, it is
suggested that papain can be used as a blood vessel remodeling agent in low
concentrations and as a blood vessel inhibitor in cancer since we obtained good results
with HBMEC cells.

Key words: Angiogenesis; endothelial cell; papain; cell culture.
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GARCIA CRUZ, Franklin Oswaldo. AVALIACAO DA PAPAINA COMO AGENTE
ANTIANGIOGENICO in vitro. 2023. 42. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em
Biotecnologia) — Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, Foz do Iguagu,
2023.

RESUMO

O uso da papaina no tratamento de cicatrizes é estudado ha varios anos, é utilizada como
desbridamento, tem acao anti-inflamatéria, atuando na contracdo e unido de bordas de
feridas em cicatrizagdo. Porém, seu uso em células endoteliais microvasculares do
cérebro humano nao é bem conhecido na literatura, mas sabe-se que pode ter um papel
importante na medicina como inibidor do crescimento vascular em tumores. No presente
trabalho foi investigada a possibilidade de utilizagdo da enzima papaina em modelo in
vitro de células endoteliais microvasculares do cérebro humano. A inibigdo do crescimento
de células vasculares foi realizada avaliando a citotoxicidade em diferentes concentracoes
da enzima papaina purificada em células HBMEC utilizando um ensaio colorimétrico MTT.
A capacidade de ativar a migragao celular foi analisada a partir de um ensaio de cicatriz.
Foi determinado que as células HBMEC s&o inibidas no seu crescimento com um IC50 de
18.22 mM e a sua capacidade de migracdo foi diminuida em um 42.24%. Assim,
sugere-se que a papaina possa ser usada como agente remodelador de vasos
sanguineos em baixas concentragbes e como inibidor de vasos sanguineos no cancer

pois obtivemos bons resultados com células HBMEC.

Palavras-chave: Angiogénese; célula endotelial;, papaina; cultura de células.
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1. INTRODUCCION

La medicina regenerativa e ingenieria de células y tejidos tienen un papel
fundamental en el desarrollo de tejidos y 6rganos para trasplantes (LEVIN et al., 2019),
ademas de presentar resultados favorables en la regeneracion de vasos sanguineos, sin
embargo, aun no se comprende totalmente los mecanismos reguladores responsables de
la regeneracion endotelial y reparacion vascular (EVANS et al., 2020).

La cicatrizacion cutanea involucra la interaccion de varias células, las
células endoteliales HBMEC se han estudiado para buscar marcadores de superficie
celular. Recientemente se descubrié que la molécula de adhesién celular vascular 1
(VCAM 1) es expresada selectivamente en HBMEC (EVANS et al., 2020).

La molécula VCAM 1 es una proteina que participa de la adhesion y
transmigracion de leucocitos para el intersticio durante la inflamacién, en el sistema
cardiovascular no es bien comprendido como funciona la VCAM 1, sin embargo varios
estudios demostraron que dicha molécula es expresada bajo altos niveles de inflamacion
y condiciones cronicas en algunas enfermedades como hipertension, aterosclerosis,
accidente vascular cerebral, entre otras (KONG et al., 2018) (TRONCOSO et al., 2021)

En el cancer la VCAM 1 actua en la angiogénesis tumoral aumentando la
densidad de microvasos del cancer de mama y en el cancer gastrico, ademas se
descubrié que la regulacion negativa de VCAM 1 reduce la migracion de células HUVEC
inducida por TNF alfa y formacion de tubos, dicha molécula puede ser un objetivo clave
para regular la angiogénesis tumoral (KONG et al., 2018).

La VCAM 1 esta sobreexpresada en tejidos de cancer de pulmoén, el
direccionamiento de dicha molécula puede ser un método para regular la metastasis
tumoral (KONG et al., 2018).

La ausencia de tratamientos exitosos de regeneracion de tejidos presenta
limitantes para la terapéutica de accidentes cerebrovasculares, se ha demostrado la
eficacia de terapias con células madre, células madre pluripotentes inducidas, células
madre mesenquimales y células neuronales (KIM et al., 2021).

Por otro lado, la angiogénesis es fundamental en el desarrollo del cancer,
la nutricion de las células tumorales y formacion de nuevos vasos sanguineos dependen
de ello (TAYAL et al., 2019).

La enzima papaina se ha investigado para evaluar la actividad
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antiangiogénica con fines terapéuticos para el descubrimiento de farmacos y como agente
preventivo contra enfermedades humanas relacionadas con la angiogénesis (TAYAL et al.,
2019).

Existe registro de la enzima proteolitica vegetal papaina como agente
antiangiogénico en células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), ejerciendo
un efecto inhibidor sobre el crecimiento celular, migracion celular y formacion de tubos
(MOHR y DESSER, 2013).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un regulador
indispensable para la angiogénesis fisioldgica y patogénica en enfermedades como el
cancer, tiene un papel importante en la regulacion de la angiogénesis tumoral (MOHR y
DESSER, 2013; KONG et al, 2018). La papaina provoca una disminucion de la
proliferacion, invasion y migracion en lineas celulares de colangiocarcinoma humano, con

una actividad citotoxica, perjudicando el crecimiento tumoral (MULLER et al., 2016).

La actividad de las enzimas proteoliticas es importante en la regulacién de
la angiogénesis, invasién y metastasis. La proteolisis es necesaria para diversas etapas
en el desarrollo de canceres malignos, es por ello que es necesario su estudio para inhibir
sus funciones (ELIE et al., 2010).

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER

Un tumor puede ser encontrado en procesos inflamatorios e infecciosos,
es sinbnimo de neoplasia benigna o maligna, caracterizado por un crecimiento anormal y
desordenado que excede los tejidos normales, cancer hace referencia a tumores malignos
(ANDRADE y SILVA, 2007).

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
celular descontrolado, con pérdida de estructura celular, con potencial de diseminacion de
tejido, proceso llamado metastasis (FRAZAO et al., 2023).

En el caso de tumores solidos presentan angiogénesis patolégica o
incontrolada, en tal condicion el desarrollo de nuevos vasos sanguineos se realiza
desorganizadamente (GOEL et al., 2011).

En el cancer las células humanas normales pasan a adquirir capacidades

funcionales cruciales para formar tumores malignos, pasan a estados de crecimiento
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neoplasico (HANAHAN, 2022). En la actualidad el cancer aumenta su tasa de mortalidad
global con aproximadamente 6 millones de muertes anualmente, o que representa
mayores inversiones destinadas a investigaciones para tratamientos oncolégicos (BRITO
et al., 2022).

Las células cancerigenas se mueven y se filtran en el estroma y tejidos
adyacentes con pocas limitaciones, es por ello que la remocion completa de los tumores
es un procedimiento complejo, con la posibilidad de proliferar nuevos tumores (FRAZAO
et al., 2023).

La urbanizacion, industrializacion y mayor expectativa de vida de la
poblacion son factores que aumentan los agentes cancerigenos ambientales o posibilitan
la una prolongada exposicion a dichos agentes, de esta forma contribuyen a un aumento
de la incidencia del cancer (ANDRADE y SILVA, 2007).

2.2. ANGIOGENESIS

La formacién de nuevos vasos sanguineos es un proceso fisioldgico para
la reparacion de tejidos, desarrollo embriolégico y crecimiento normal. Sin embargo, su
desregulacion es una caracteristica del cancer o tumor maligno y ocurre por varias
patologias (GOEL et al., 2011; DA SILVA et al., 2021; WANG et al., 2023).

La eficiencia de la quimioterapia se ve interrumpida por anomalias que
impulsan la progresion tumoral como la creacion de una red vascular anormal
caracterizada por vasos dilatados, hiperpermeables y tortuosos (GOEL et al., 2011). En
las células tumorales factores angiogénicos desencadenan la angiogénesis, es
caracterizada por el establecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de estimulacién
de proliferacién endotelial (DA SILVA et al., 2021).

El cancer depende de la angiogénesis para satisfacer demandas
metabdlicas de proliferacion de células cancerigenas mediante la neovasculatura, el
desarrollo de agentes antiangiogénicos ha logrado importantes avances en el tratamiento
contra el cancer (DA SILVA et al., 2021).

El conocimiento de la importancia de un rico suministro de sangre para el
crecimiento de un tumor surgié por primera vez hace mas de 100 afios y solo fue en la
década de los 70 que se describid mas detalladamente como que un tumor adquiere la

capacidad angiogénica (GOEL. et al., 2011).
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La molécula de adhesion de celular vascular 1 (VCAM-1) esta
intrinsecamente asociada a la angiogénesis tumoral y la metastasis en el cancer (KONG
et al., 2018). Factores pro-angiogénicos como factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento epidérmico, angiopoyetina, factor de crecimiento de
hepatocitos, factores antiangiogénicos conteniendo trombospondina, endostatina vy
angiostatina regulan la angiogénesis (KONG et al., 2018).

Las células cancerosas pueden realizar cooptacién vascular o formacion
de nuevos vasos sanguineos con el fin de obtencion de nutrientes para el crecimiento
celular y diseminacién en o6rganos lejanos (GOEL et al, 2011). La angiogénesis
disfuncional puede ser el resultado de un dafio en la barrera hematoencefalica (BBB), es
observada en estados neuro inflamatorios (MOTTA et al., 2023).

La angiogénesis tumoral relaciona la vasculatura asociada al tumor, el
tumor necesita eliminar restos metabdlicos y didxido de carbono. La angiogénesis tumoral
esta continuamente activa formando nuevos vasos sanguineos aberrantes para ayudar en

el mantenimiento y crecimiento del tumor (POTENTE et al., 2011).

2.2.1. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es un entorno compuesto por células normales,
células endoteliales, fibroblastos (células madre), células inmunitarias (macréfagos),
moléculas, vasos sanguineos y componentes de la matriz extracelular que interactuan y
alimentan a las células tumorales. Dentro de este microambiente estan presentes las
catepsinas que desempefian la funcién de regular los procesos proteoliticos que
contribuyen con la progresion del cancer (HOLZEN et al., 2020).

Los macrofagos son esenciales para el crecimiento de las células
tumorales porque promueven el crecimiento, invasion y metastasis, debido a que los
macrofagos pueden expresar catepsinas como CTSB, CTSS y CTSL (HOLZEN et al.,
2020).

Algunos estudios relacionados con el cancer de mama han demostrado
que las CTSB promueven a la metastasis pulmonar, por lo que al reducir la expresion de
CTSB en el microambiente tumoral reduce significativamente a las células pulmonares

tumorales. Las CTSS fue identificado como un factor prometastasico en el cancer de
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mama que facilitaba la supervivencia y transmigracion de las células tumorales (HOLZEN
et al., 2020).

Estudios relacionados a las CTSL demostraron que pueden existir
diferentes efectos en diferentes tipos de tumores, por ejemplo al eliminar el CTSL en el
cancer neuroendocrino de pancreas (Rip1-Tag2) suprimi6 el incremento de la formacion y
desarrollo de tumores. Mientras que en la carcinogénesis de la epidermis y el tracto

intestinal las CTSL aumentan la formacion y desarrollo de tumores (HOLZEN et al., 2020).

2.3.  QUIMIOTERAPICOS

Farmacos y sustancias quimicas han sido empleados para tratar el
cancer, estos medicamentos quimioterapicos pueden actuar como: agentes alquilantes
(danando el ADN, previniendo la replicacion), inhibiendo la topoisomerasa (previniendo el
desarrollo y replicacion del ADN), antimetabolitos (bloqueando la division celular y sintesis
del ADN y ARN), terapias hormonales y moleculares dirigidas (bloqueando o interfiriendo
en vias especificas), agentes antimicrotubulares (interrumpiendo los microtubulos, division
celular), antibioticos (interfiiendo en el ADN y ARN) y finalmente como antiangiogénico
(Inhibiendo la vascularizacion) (MAKIN, 2018).

La quimioterapia tiene como objetivo principal inhibir la proliferacion
celular y la multiplicacion tumoral, con el fin de evitar la invasion y metastasis (AMJAD. et
al., 2023). Medicamentos quimioterapéuticos actuan matando células, tienen como
objetivo las células en division (MAKIN, 2018).

2.3.1. Tratamientos Antiangiogénicos

La terapia antiangiogénica ha sido aprobada para el tratamiento de varios
tipos de cancer en los ultimos 20 afos, los medicamentos mas utilizados han sido el
bevacizumab y sorafenib. El Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que es capaz de
ligarse al factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A), el cual es un ligante que
se une y activa receptores VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2) en las células endoteliales
(HUANG et al., 2022).

De esta manera el bevacizumab bloquea la activacion inducida por el

VEGF-A vy reduce la formacion de nuevos vasos sanguineos inhibiendo la proliferacion
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migracion y supervivencia de las células endoteliales interrumpiendo de esta manera el
proceso de angiogénesis (HUANG et al., 2022).

El sorafenib es un inhibidor antiangiogénico de la tirosina quinasa que
suprime las vias de sefalizacion VEGFR y PDGFR. Ademas actua en VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, Raf quinasas, c-kit, PDGFRa y PDGFRP. De esta manera el
sorafenib inhibe el crecimiento de vasos sanguineos y células tumorales que producen
efectos antitumorales (HUANG et al., 2022).

Ocasionalmente se produce una resistencia a dichos farmacos
antiangiogénicos en el tratamiento, lo que conduce a malos resultados y el fracaso del
tratamiento (HUANG et al., 2022).

2.4. DIFERENCIA ENTRE CELULAS NORMALES, TUMORALES Y
CANCERIGENAS

Existen varias diferencias entre células normales y células tumorales que
pueden ser tumores no cancerosos y tumores cancerosos.

Con respecto a las células normales, tiene un patron de crecimiento
regulado por lo que responde a los diferentes tipos de sefiales que son producidas por las
células vecinas y el microambiente (ELDRIDGE, 2023).

El crecimiento de este tipo de células es controlado, pues cuando
alcanzan o llegan a la cantidad necesaria paran de proliferar asegurando asi la integridad
del tejido y evitando malformaciones. Las células normales pueden sufrir apoptosis o
reparacion cuando las células se danan o envejecen (ELDRIDGE, 2023).

Por lo general las células humanas crecen y proliferan a través de la
division celular formando asi nuevas células, aunque en ocasiones el proceso puede
formar células anormales o dafiadas. Este tipo de células forman tumores cancerosos
(malignos) o no cancerosos (benignos) (ELDRIDGE, 2023).

Los tumores benignos no sufren metastasis por lo que no forman nuevos
tumores aunque estos pueden tener diferentes tamafos. Los tumores malignos o
cancerigenos son capaces de sufrir metastasis pudiendo invadir tejidos préximos o

situados en diferentes partes del cuerpo. Ademas, no responden a las senales que
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indican el momento en que estas células deben dejar de crecer, siendo capaces de tener
un crecimiento rapido y descontrolado (ELDRIDGE, 2023).

2.5. CELULAS ENDOTELIALES

La formacion de nuevos vasos sanguineos involucra el desarrollo de
nuevas células endoteliales y su ordenamiento en estructuras tubulares (vasculogenesis),
ademas de la generacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya existentes
(angiogénesis) (POTENTE et al., 2011). Las células endoteliales tumorales no presentan
apoptosis y senescencia a traveés de vias de supervivencia celular como sucede en las
células endoteliales normales (BUSSOLATI et al., 2003).

2.6. CELULAS ENDOTELIALES MICROVASCULARES DEL CEREBRO
HUMANO - HBMEC

Las células endoteliales microvasculares del cerebro humano (HBMEC -
siglas en inglés) suministran nutrientes a los tejidos cerebrales y protegen el cerebro ante
sustancias téxicas presentes en la sangre (PERSIDSKY et al., 2006). Las células HBMEC
son una de las cuatro células clave de la barrera hematoencefalica (BBB o BHE), también
lo son los astrocitos, células perivasculares (pericitos) y neuronas (STONE et al., 2019).

La barrera hematoencefalica separa el suministro de sangre periférica y el
tejido neuronal (STONE et al., 2019), las HBMEC se distinguen por ser tener uniones
estrechas entre las células vecinas formando una barrera similar a un sello, es por ello
que la barrera hematoencefalica es mas restringida debido a la menor cantidad de poros o
fenestraciones en comparacion con otras células endoteliales presentes en otros érganos
(PERSIDSKY et al., 2006).
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Las células comunmente usadas en investigaciones son células
endoteliales microvasculares cerebrales primarias de animales vertebrados, células
HBMEC inmortalizadas, células microvasculares primarias del cerebro humano y también
pueden ser obtenidas a partir de células madre pluripotentes inducidas humanas (iPSCs),
(KATT et al., 2016).

2.7. ENZIMAS PROTEOLITICAS

La actividad proteolitica es fundamental en la invasion, metastasis y
angiogénesis, debido a que necesitan de la degradacion de la membrana basal y matriz
extracelular para formar vasos sanguineos y diseminar las células cancerigenas desde el
tumor (ELIE et al., 2010). Estudios demostraron los beneficios de la terapia enzimatica
sistémica (TES) usando una mezcla padronizada de tripsina, quimotripsina, papaina y
bromelina pueden presentar actividad antitumoral y antimetastatica (BEUTH, 2008).

Experimentos in vivo realizados en animales demostraron efecto
antitumoral y se observdo que las enzimas proteoliticas prolongaron el tiempo de
supervivencia de ratones con melanoma y cancer de pulmén, con respecto a estudios in
vitro utilizando células de sarcoma de ratén, se observd una reduccién del crecimiento
tumoral y metastasis debido al contacto con la enzima proteolitica bromelina (BEUTH,
2008).

La terapia enzimatica sistémica redujo la incidencia y la gravedad de
efectos colaterales inducidos por el cancer de mama o por la quimioterapia y radioterapia
en los pacientes. En pacientes con cancer colorrectal también se presentaron mejoras en

los sintomas especificos del cancer y la terapia (BEUTH, 2008).

2.7.1. Papaina

La papaina es un complejo de enzimas proteoliticas y peroxidasas, que
promueve la protedlisis en tejidos necrosados y/o debilitados (SILVA et al., 2020). Es muy
utilizada en el tratamiento de lesiones tisulares, posee alta eficiencia en la lisis especifica
de tejidos muertos (LIMA et al., 2021).

La papaina es una sustancia extraida de la fruta de la especie Carica

papaya L conocida por diferentes nombres como papaya, mamon, fruta bomba y olocoton,
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la extraccion del latex se realiza cuando el fruto se encuentra verde. Existen diversos
métodos de purificacion para la obtencion de la papaina como extraccion acuosa bifasica
mediante cromatografia con fases ion-polimero siendo mas econdmica, o
polimero-polimero que genera mayor rendimiento con menos materia prima (LIMA et al.,
2021).

Es comercializada en forma liquida, gel o liofilizada, presenta un olor
caracteristico. Es soluble en agua y glicerol, siendo insoluble en alcohol y éter (SILVA et
al., 2020). Un desafio que se presenta en el uso de papaina es la estabilidad y
mantenimiento de la accién enzimatica, por lo que es importante el almacenamiento para
detectar pérdida de la actividad enzimatica, es necesario congelar la enzima para
preservar sus propiedades ya que la mayoria de las enzimas no son estables en
temperatura ambiente, lo que provoca la pérdida de la actividad biolégica en un corto
periodo de tiempo (SILVA et al., 2020).

Segun CABRAL et al., (2017) la papaina al ser una enzima proteolitica
podria reaccionar y destruir el tejido sano, pero eso es evitado debido a la presencia de
una antiproteasa plasmatica (anti tripsina), caso la accién proteolitica sea mayor ocurrira
la destruccion del tejido sano provocando sangramiento y sensacion de dolor.

El autor FERREIRA et al., (2008) sefala que la papaina quiebra cualquier
proteina que contenga residuos de cisteina, esa propiedad no la torna selectiva tomando
en consideracion que muchas proteinas e incluso factores de crecimiento contienen
residuos de cisteina. El colageno al no poseer residuos de cisteina no sufre la accion de

la papaina.

2.7.1.1. Uso de la Papaina en HBMEC

En la literatura no fueron encontrados antecedentes de la enzima
proteolitica papaina utilizando las células endoteliales microvasculares del cerebro
humano (HBMEC) como modelo de aplicacion in vitro, sin embargo se sabe que el
genoma humano codifica un grupo de 11 peptidasas de cisteina endolisosomales
conocidas como catepsinas de cisteina semejantes a la papaina (HOLZEN et al., 2020).

Las catepsinas de cisteina tienen funciones en la regulacién de la
proliferacion, muerte y motilidad de células cancerigenas. En ratones hubo cambios

angiogenicos y reduccion del crecimiento invasivo en tumores pancreaticos revelando la
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importancia de las catepsinas (MOHAMED y SLOANE, 2006; OLSONy JOYCE, 2015).

Basado en estudios realizados usando enzimas proteoliticas similares a la
papaina en modelos celulares endoteliales como HUVEC y SVEC se propone su estudio
en células HBMEC, ya que esas enzimas son multifuncionales en el cancer y es posible
conocer su actividad en la metastasis y angiogénesis.

A pesar de que las catepsinas reciclan proteinas para la sobrevivencia y
proliferacion de células cancerigenas, también modifican irreversiblemente el
microambiente tumoral. Aun no se tiene la total comprensiéon de la actividad de la

catepsina en el microambiente tumoral (OLSON y JOYCE, 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

En ocasiones los farmacos antiangiogénicos no han sido eficaces en la
terapia debido a una resistencia, esa resistencia es desarrollada por un gran porcentaje
de los pacientes durante el tratamiento clinico o no responden completamente (HUANG et
al., 2022). La resistencia a los medicamentos se ha convertido en el principal obstaculo
que dificulta la eficiencia de la terapia antiangiogénica, es necesario controlar esa
resistencia y aumentar la respuesta terapéutica (HUANG et al., 2022).

Estos farmacos son utilizados en el tratamiento de enfermedades como
artritis, retinopatia diabética y tumores, estos padecimientos tienen como caracteristica
una angiogénesis descontrolada, células cancerigenas necesitan de suministro de sangre
para su crecimiento y proliferacion (LANDROVE y MOREIRA, 2021).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo
(BACHAPALLE et al., 2023) en ese sentido se investigd la enzima proteolitica papaina
extraida del latex del fruto verde de Carica papaya como potencial agente antiangiogénico
usando células endoteliales microvasculares del cerebro humano (HBMEC) como modelo.

Con la finalidad de reducir el desarrollo descontrolado de vasos
sanguineos en tumores e inhibir el crecimiento y proliferacion de células endoteliales.
Existen antecedentes utilizando células derivadas del endotelio de las venas del cordon
umbilical humano (HUVEC) y células endoteliales de venas safenas humanas (SVEC)
como modelo de investigacion de la angiogénesis (DECICCO SKINNER et al., 2014).

Se sabe que la actividad proteolitica es importante para la angiogénesis,
invasién y metastasis, procesos que requieren degradacién de la matriz extracelular y la
membrana basal para conseguir diseminar las células cancerigenas de la masa tumoral
primaria y formacién de los vasos sanguineos (ELIE et al., 2010).

Se utilizaron células inmortalizadas HBMEC debido a que se dividen
indefinidamente, no presentan senescencia. En la senescencia ocurre una parada estable
del ciclo celular, en tumores es inducida cuando se presenta un estrés oncogeénico
generando la pérdida de los genes supresores de tumor en ceélulas primarias o tumorales
(CALCINOTTO et al., 2019)
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Investigar la actividad antitumoral de la enzima proteolitica papaina en el

cultivo de células endoteliales microvasculares del cerebro humano.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar los niveles de inhibicibn de la enzima papaina en células
inmortalizadas HBMEC.
e Determinar la concentracion de papaina necesaria para la inhibicion del

crecimiento y disminucion de la migracion celular en células endoteliales.
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5. METODOLOGIA

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a
la Salud de la Universidad Federal de la Integracién Latinoamericana (UNILA), ubicado en

el Jardin Universitario (JU).

5.1. DESCONGELAMIENTO DEL LINAJE CELULAR

Las HBMEC estaban almacenadas en un criotubo a una temperatura de
-80° C. En un tubo tipo falcon de polipropileno 15 mL previamente esterilizado se colocé el
material del criotubo y 5 mL de medio de cultivo DMEM completo. En seguida, se
homogeneizo y centrifugd por 10 min a 1200 rpm.

El sobrenadante se descartd por inversion, se adicioné 1 mL de medio de
cultivo para resuspender las células y en seguida se adicionaron 9 mL de DMEM
completo. Se homogeneiz6 y se agrego la suspension celular en un frasco de cultivo de
células de 75 cm? (BIOFIL, China). Se reservo en la estufa a 37°C con 5% de CO,

realizando el cambio de medio de cultivo a cada 3 dias.

5.2.  SUBCULTIVO DEL LINAJE DE CELULAS HBMEC

Se removio el medio de cultivo del frasco a tripsinizar y se lavé 2 veces la
superficie revestida de HBMEC adicionando PBS, con el objetivo de desagregar las
células del frasco de cultivo se adicionaron 1.5 mL de tripsina- EDTA (0.25%) durante 3
minutos a 37°C. Después de 3 min se observo el frasco de cultivo de células en el
microscopio invertido, se neutralizo la tripsina-EDTA agregando 5 mL de medio de cultivo
DMEM completo.

Luego se agrego el contenido en un tubo tipo falcon de polipropileno de
15 mL y se centrifugé por 10 min a 1200 rpm, en seguida se retird el sobrenadante y se
recuperd el pellet para resuspender, ademas de realizar la transferencia de células

HBMEC para otros frascos.
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5.3.  CONTEO CELULAR CON AZUL DE TRIPANO

Se contaron las células en la camara de Neubauer aplicando colorante
azul de tripano para determinar su densidad por mililitro de medio de cultivo. Esta técnica
es utilizada para diferenciar células viables de las inviables, las células inviables seran
azules mientras que las células viables no seran permeables al colorante.

Después del paso 5.2, se llevaron los frascos de medio de cultivo (BIOFIL,
China) a la cabina de seguridad biolégica y fue destacado el medio de cultivo, se
adicionaron 3 mL de PBS para realizar dos lavados y se descart6 (REGALADO
MARTINEZ, 2021).

En seguida, se agregaron 1.5 mL de tripsina-EDTA en cada frasco y se
reservaron en la incubadora de CO, por 3 a 5 minutos o hasta que las células se
desprendieran de los frascos, luego se agregaron 4.5 mL de medio de cultivo DMEM
completo para neutralizar la tripsina.

El contenido celular de los frascos de cultivo se trasladé para tubos tipo
falcon de polipropileno de 15 mL, se descartdé el sobrenadante obtenido después de
centrifugar por 10 min a 1500 rpm. El precipitado fue resuspendido con 1 mL de medio
DMEM para realizar el conteo (REGALADO MARTINEZ, 2021).

Para ser colocado en la camara de Neubauer se preparé en un microtubo
(eppendorf) 10 yL de las células HBMEC y 10 L del colorante azul de tripano, luego se
traslad6 a la camara de Neubauer y se contabilizaron las células, se busco el porcentaje
de viabilidad celular para realizar el calculo de la concentracion deseada (REGALADO
MARTINEZ, 2021).

5.4. TRATAMIENTO CON PAPAINA

La enzima proteolitica papaina fue adquirida liofilizada de la empresa
Atena Biotecnologia en la concentracion 0.43 M, posteriormente fue disuelta con agua
ultrapura y experimentada en las HBMEC para analizar el efecto antiangiogénico.

La proliferacion e invasion de las células endoteliales se realizé mediante
el ensayo de cicatrizacion y el potencial antiangiogénico seria posible descubrirlo

mediante un ensayo de formacion de tubos de células endoteliales (JIANG et al., 2020).
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Este ultimo se refiere al método rapido y cuantitativo para determinar
genes o0 vias relacionadas en la angiogénesis, basado en que las células endoteliales
consiguen retener la capacidad de dividirse y migrar rapidamente en respuesta a senales
angiogénicos (DECICCO SKINNER et al., 2014).

El ensayo de formacion de tubos es ventajoso en relacidén a otros ensayos
debido a que es facil de configurar y barato en comparacion con otros, es posible
identificar factores que potencializan o inhiben la angiogénesis. Ademas de ser
implementado en experimentos usando lineas celulares humanas como HUVEC, HBMEC
y SVEC (DECICCO SKINNER et al., 2014).

5.5.  ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Se realizé la evaluacion citotoxica mediante el ensayo colorimétrico de
brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en una placa de 96 pocillos
se adiciono 50 yL de medio de cultivo DMEM con la concentracion de 1x10* de células/
pocillo, se conservé en la incubadora de CO, por 24 horas para que ocurriera su fijacion.

Después de 24 horas se procedio a realizar 8 diluciones seriadas de la
enzima papaina para agregar 50 uL en cada pocillo, las concentraciones utilizadas fueron
50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%, 0.78% y 0.39%.

Cada concentracion fue probada en sextuplicata, para el control positivo
se utilizo DMSO al 10% para obtener la muerte celular y para el control negativo se
agrego 50 pL del medio de cultivo solamente, la placa de 96 pocillos fue posteriormente
incubada por 24 horas para que la papaina reaccionara en las células (REGALADO
MARTINEZ, 2021; SELL, 2021).

Al pasar 24 horas se adicionaron 20 yL de MTT en cada pocillo y se
incubd por 4 horas a 37° C. Después incubado se elimind el medio conteniendo MTT y se
adicionaron 100 yL de DMSO a cada pocillo para solubilizar los cristales de formazan
incubando por 15 min en temperatura ambiente (CHAMBY ESPEJO, 2023) .

Posteriormente, se realizo la lectura en el espectrofotometro a 570 nm y
630 nm, con el objetivo de determinar la viabilidad celular. Los valores de absorbancia
obtenidos fueron transformados en porcentajes utilizando de referencia los controles

negativos.
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El parametro de evaluacion del ensayo fue mediante el ICs, que es una
medida cuantitativa que indica la cantidad de una sustancia inhibidora particular que se
necesita para inhibir en este caso el crecimiento celular, es determinado en un 50%, a
partir de esos datos se realiz6 una curva de viabilidad celular en funciéon de la
concentracion de papaina (REGALADO MARTINEZ, 2021; SELL, 2021).

5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos a partir del ensayo de MTT que representan la
viabilidad celular fueron normalizados utilizando el programa estadistico GraphPad Prism

version 6.0 por medio de una regresion no lineal y el 1Cs,

5.7. ANALISIS DE MIGRACION CELULAR

Se realiz6 el ensayo de cicatrizacion de heridas para medir la migracion
celular en conjunto. Para el experimento se cultivaron las células HBMEC a 5x10°
células/ mL en una placa de 6 pozos con la finalidad de obtener una confluencia del 90%.
Se adicion6 medio de cultivo conteniendo 1% de suero y se incubd por 24 horas a 37°C
en una atmosfera de 5% de CO..

Al dia siguiente se realizaron “heridas” en los pozos conteniendo las
células, para ello se utilizaron puntas estériles de 200 uL se realizaron trazos por la
monocamada de ceélulas con un angulo de inclinacion de 30 grados. Posteriormente se
lavé una vez con PBS para descartar los restos celulares desprendidos de la zona de
“herida”.

La concentracidon escogida para hacer el ensayo fue 25 mM de la enzima
papaina, en ftriplicata fue adicionado 100 uL de medio de cultivo DMEM conteniendo la
concentracion de la enzima y en otra triplicata fue adicionado solamente el medio DMEM
en 100 uL como control. Al transcurrir 24 horas fue analizada la migracién celular en cada
pozo bajo el microscopio invertido marca Nikon de rango medio y fue fotografiado. El

calculo del area de cicatrizacién de herida fue analizado con el software Image J. Fiji.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. CELULAS HBMEC

Las células HBMEC fueron descongeladas a partir de las reservas
criogenizadas, se presentaron varios casos de contaminacion principalmente con hongos,
por lo que no se consiguid realizar los otros ensayos que se tenian planeados, debido a la
falta de células. Sin embargo, se logré realizar el ensayo de cicatrizacién y ensayo de

viabilidad celular con MTT.

6.2. VIABILIDAD CELULAR HBMEC POR ENSAYO MTT

Se evalu6 la citotoxicidad de la papaina en las células HBMEC,
previamente se realizo el contaje celular con azul de tripano confirmando la cantidad de
células vivas y muertas para posteriormente realizar el ensayo de MTT, se tomd en
consideracion las botellas de cultivo con un 80 - 90% de confluencia.

Luego de realizar ocho diluciones seriadas de la enzima papaina se
cultivaron las células HBMEC bajo las diferentes concentraciones. En la figura 1 se
muestra el grafico de la concentracion de la enzima papaina en relacion con la viabilidad
de las células HBMEC, a medida que la concentracién de papaina aumenta, la viabilidad

celular disminuye, obteniendo un IC50 de 18.22 mM.

Figura 1. Viabilidad celular HBMEC
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Nota. Capacidad citotdéxica de la enzima papaina en modelo celular HBMEC, con un IC50 de
18.22 mM calculado mediante una regresion no lineal. Para el ensayo colorimétrico se realizé
sextuplicata para cada una de las ocho concentraciones estudiadas. La desviacion padrén esta

indicada en las lineas verdes.

Tabla 1. Valores de la viabilidad celular.

Concentraciones (mM) HBMEC
Media (%) Desvio estandar (mM)

50 38.56 12.15

25 29.54 9.36

12.5 50.96 12.12

6.75 89.60 15.60

3.37 91.50 8.86

1.68 105.20 8.52

0.84 96.13 14.71

0.42 107.11 22.30

C- sin tratamiento 100.00 13.44

El IC50 de 18.22 mM representa la concentracion inhibitoria media o
capacidad de la enzima papaina para matar células endoteliales HBMEC. El resultado
obtenido de la papaina en las células HBMEC es asociado a lo detallado en la literatura
que muestra la enzima proteolitica papaina como un potencial agente antiangiogénico
actuando en las células (BEUTH, 2008).

En la tabla 1. se puede observar una desviacién estandar baja, ademas
de un analisis de las concentraciones utilizadas donde podemos afirmar la capacidad
citotoxica de la papaina, en funcién de los resultados fue escogida la concentraciéon de 25
mM para dar continuidad a los proximos experimentos, dicha concentracion fue elegida ya
que se obtuvieron mejores resultados de inhibicion y crecimiento celular en el ensayo de
MTT donde fueron analizadas 8 concentraciones de la enzima papaina en cultivo celular
de HBMEC.
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6.3. EVALUACION DEL ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

Las imagenes del ensayo de cicatriz o herida fueron obtenidas mediante
el microscopio invertido Nikon, se realizé dicho ensayo para analizar la inhibicion del
crecimiento y migracion de las células HBMEC cuando utilizado papaina en la

concentracion de 25 mM.

Figura 2. Microscopia optica de células HBMEC con tratamiento de enzima papaina.
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Nota. Imagenes de microscopia invertida representando el area de crecimiento y migracion celular

de las células HBMEC sometidas a la concentracién 25 mM de papaina. A. (0 h) se presentan tres
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imagenes de cultivo celular HBMEC sometidas al tratamiento de enzima papaina, medio de cultivo
DMEM y almacenadas a 37° C en incubadora de cultivo celular. B. (24h) se presentan los mismos
dos cultivos celulares HBMEC superiores después de transcurridas 24 horas con el mismo
tratamiento. C. (48 h) se presentan los mismos cultivos celulares HBMEC después de ser

sometidos por 48 horas al tratamiento con la enzima papaina y medio DMEM.

Figura 3. Microscopia optica de células HBMEC sin tratamiento de enzima papaina.

24 h

48 h

Nota. Imagenes de microscopia invertida representando el area de crecimiento y migracion
celular de las células HBMEC conteniendo apenas medio de cultivo DMEM. A. (0 h) representa
dos imagenes del cultivo de las células endoteliales HBMEC con un corte al medio creando una
cicatriz. B. (24 h) representa los mismos cultivos de células anteriores después de 24 horas en la
incubadora. C. (48 h) representa las mismas células endoteliales después de transcurridas 48
horas en condiciones de cultivo.
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Mediante el software ImagedJ fue posible analizar las imagenes obtenidas
del ensayo de cicatriz y conocer cambios del area de cultivo. Es posible observar que
hubo inhibicion del crecimiento en la figura 2 después de 24 h de tratamiento de hasta un
42.24% en comparacion con el control.

Se puede observar que las células HBMEC sometidas al tratamiento con
papaina después de 48 h adquieren una organizacion mas distanciada entre células, a
diferencia del cultivo de control que después de 48 h logra una confluencia mayor de 90%.
Pese a que no se pudo realizar una buena lectura de algunas imagenes en el software
Imaged para descubrir cambios en el area de cultivo, es evidenciable observar cambios

en la confluencia celular.
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7. CONSIDERACIONES FINALES

Se sabe que la angiogénesis esta relacionada con el cancer, los tumores
dependen de la angiogénesis para poder desarrollarse. Dentro del ambiente residual la
angiogénesis esta promovida por factores proangiogenicos y es inhibida por factores
antiangiogénicos.

Las células tumorales inducen la angiogénesis mediante un proceso
similar al de la angiogénesis normal (SAAVEDRA et al., 2017). Evitar la propagacion del
tumor se puede llevar a cabo por medio de la inhibicién de la neovascularizacion, ya que
el tumor necesita de un aporte sanguineo que le brinde oxigeno y nutrientes para su
crecimiento y migracién celular.

Las enzimas proteoliticas estdn muy relacionadas con el desarrollo
metastasico e invasivo de diversos tipos de cancer, son esenciales para la remodelacion
del microambiente tumoral. Clases de proteasas miembro de la familia papaina, cisteina 'y
catepsinas son implicadas funcionalmente en el cancer (ELIE et al, 2010).

En ese sentido se propuso la enzima proteolitica papaina como agente
antiangiogénico en el tratamiento contra enfermedades neurovasculares y cancer, donde
existe la formacién de una red vascular desorganizada. Se propuso el estudio de la
enzima proteolitica papaina en células HBMEC para evaluar su potencial como agente
antiangiogénico y combatir la angiogénesis tumoral.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se concluye que la
enzima papaina presentd buenos resultados citotéxicos en la inhibicidn del crecimiento
celular con un IC50 de 18.22 mM vy reduciendo la capacidad de migracion de las células
HBMEC en hasta un 42.24% al utilizar la enzima en la concentracion de 25 mM, pese a
que no se pudieron realizar mas ensayos en el laboratorio como de fenotipaje o tincion
con fluorescencia para mayor entendimiento de la enzima papaina en las células
estudiadas.

Se sugiere que la enzima papaina podria ser utilizada como inhibidor y
remodelador de vasos sanguineos en cultivo celular considerando los resultados de este
trabajo, pudiendo ser explorada para experimentos in vivo o para otros tipos celulares.

Se recomienda la realizacion de mas investigaciones para mayor
esclarecimiento del tema. Es importante tomar cuidados en el desarrollo de los
experimentos ya que la contaminacion del cultivo celular representa un contratiempo que

pospone la investigacion y afecta en los resultados.
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