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Avaliação da atividade enzimática de soluções aquosas de papaína acondicionadas em diferentes temperaturas   
Resumo 
Diversos estudos mostram que a papaína tem sido eficientemente empregada em tratamentos de desbridamento e cicatrização de feridas, proporcionando um tratamento rápido na remoção do material proteico não desejável. Porém, as condições de armazenamento podem interferir negativamente na estabilidade da enzima. O presente estudo verificou a estabilidade de soluções aquosas de papaína quando acondicionadas em diferentes condições de temperatura (7 - 37°C) por 21 dias. Observou-se que a solução 10% m/v manteve-se estável por todo período de estudo, quando armazenada a 7°C. Contudo, não foram verificadas atividades enzimáticas nesta concentração para as demais condições de temperatura avaliadas. Na solução 3% m/v, a papaína foi completamente degradada, em todas as condições estudadas. Conclui-se que a enzima pode ser facilmente degradada e perder sua atividade enzimática, caso seja armazenada fora de um ambiente refrigerado por um longo período de tempo.

Palavras-chave: Solução aquosa de papaína; Atividade enzimática; Condições de acondicionamento; Temperatura.
ABSTRACT 

Several studies show that papain has been efficiently employed in debridement and wound healing treatments, providing rapid treatment in the removal of unwanted protein material. However, storage conditions may negatively interfere with enzyme stability. The present study verified the aqueous papain solutions stability when packaged under different conditions of temperature (7 - 37 ° C) and time (21 days). It was observed that the solution 10% w/v remained stable throughout the study period when stored at 7°C. However, no enzymatic activities were verified at this concentration for the other temperature conditions evaluated. In the 3% w/v solution, papain was completely degraded under all conditions studied. It is concluded that the enzyme can be easily degraded and lose its enzymatic activity if stored outside a refrigerated environment for a long time.
Keywords: Papain aqueous solution; Enzymatic activity; Packing conditions; Temperature.
1. INTRODUÇÃO 

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta herbácea perene, pertencente à família Caricaceae, que desempenha um importante papel na economia mundial. Tal importância se dá pelo fato de ser uma das plantas frutíferas mais consumidas no mundo, sendo amplamente cultivada em regiões tropical e subtropical, como México, Panamá, África tropical, África do Sul, Filipinas, Índia, Ceilão, Malásia, Austrália e América do Sul, incluindo o Brasil (AMRI e MAMBOYA, 2012; YOGIRAJ et al., 2014). 

A diversidade química das diferentes partes da papaia associada a grande quantidade de resíduos que geram do cultivo do fruto, como semente, raiz, folha e casca, tem despertado interesse em vários setores industriais, principalmente no setor farmacêutico e cosmético (KRISHNA et al., 2008). A semente, por exemplo, contém alcaloides, gorduras, flavonoides, glicosídeos, polifenóis, proteínas, açúcares redutores, saponinas, esteroides, taninos e terpenóides. As frutas contêm proteínas, gorduras, fibras, carboidratos, minerais, cálcio, fósforo, ferro, vitamina C, tiamina, riboflavina, niacina, aminoácidos, ácidos cítricos e compostos voláteis. Nas raízes podem ser encontradas enzimas, como a mirosina; nas folhas, alguns alcaloides e as vitaminas C e E, e na casca são encontrados diversos açúcares, como a glicose, frutose, sacarose e galactose (VIJ e PRASHAR, 2015; DOBHAL et al., 2017). Tais compostos podem apresentar atividade antioxidante, anti-hipertensiva, anti-inflamatória, antimicrobiana, antifúngica, hepatoprotetores, histaminérgicos, diuréticos, antitumoral, anti-helmínticos e antimaláricos. 

Dentre os principais produtos extraídos do mamão, destaca-se a enzima papaína, uma cisteína protease não específica particularmente importante na indústria farmacêutica, que é produzida no látex leitoso do fruto do mamão verde (AMRI e MAMBOYA, 2012; MACALOOD et al., 2014). A papaína é uma enzima alcaloide de baixa massa molar, com elevada solubilidade em água e glicerol, porém, sendo praticamente insolúvel em álcool, éter e clorofórmio. A solução aquosa de papaína é incolor ou ligeiramente amarelada; e, após cristalização, a enzima apresenta-se como um pó de coloração leitosa, com forte odor característico de enxofre (UPADHYAY, 2013).
A atividade enzimática da papaína é decorrente da presença de um radical sulfidrila pertencente ao aminoácido cisteína, sendo então, capaz de degradar qualquer proteína que contenha resíduos deste aminoácido (MALEK et al., 2016; DOBHAL et al., 2017). A enzima pode atuar como desbridante químico, facilitando o processo cicatricial; proporcionar o crescimento tecidual uniforme e agir como potente digestivo de material morto proteico. Uma vez que a papaína pode reduzir o pH do leito da ferida, tornando o meio desfavorável ao crescimento microbiano, ela também tem sido empregada como agente bacteriostático, bactericida e anti-inflamatório (VIJ; PRASHAR, 2015; MALEK et al., 2016). De acordo com Ayello e Cuddigan (2004), o amplo uso da papaína como agente de desbridamento e cicatrização de feridas e queimaduras, se dá pelo fato de ser um tratamento rápido e não traumático na remoção do material proteico não desejável nas lesões, com a vantagem de oferecer poucos riscos ao paciente.

Diversos estudos têm tentado explicar o mecanismo da papaína sobre as feridas e queimaduras. De acordo com Monetta (1987), a papaína proporciona o crescimento uniforme do tecido, uma vez que a enzima promove o alinhamento das fibras que compõem o colágeno. Para Flindt (1978), a papaína age apenas no tecido lesado, uma vez que este tecido não apresenta a α1-anti-tripsina, uma antiprotease plasmática que impede a ação proteolítica de enzima em tecidos sadios. Outra explicação, defendida por Masini e Calano (1986), é que a enzima neutraliza as interações entre os aminoácidos aglomerados em forma espiralar e que se dispõem aleatoriamente, evitando, assim, a formação de quelóides, que é um aglomerado aleatório de fibras que formam o tecido conjuntivo.

As soluções de papaína em diferentes concentrações oferecem diversas vantagens no tratamento destas enfermidades, como a fácil aplicação, geralmente uma única dose diária; pouco ou nenhum efeito colateral e o baixo custo final. Seu uso é indicado para todas as fases do processo de cicatrização, sejam feridas secas e exsudativas, colonizadas ou infectadas, com ou sem áreas de necrose (LEITE et al., 2012). De acordo com Rosemberg et al. (2004), a maior vantagem do uso tópico da papaína é sua segurança e desbridamento de tecidos necróticos com pouco ou nenhum dano ao tecido sadio, e mesmo em queimaduras mais densas, o desbridamento cirúrgico não se faz necessário. 

A papaína também tem sido empregada como promotora de penetração cutânea na absorção de fármacos.  Sim et al. (2003) incorporou junto à enzima imobilizada os fármacos antipirina e indometacina como modelo hidrofílico e hidrofóbico, respectivamente. De acordo com os autores, a papaína facilitou a absorção cutânea da antipirina. Lopes et al. (2008) investigaram a ação promotora de penetração da papaína e óleo de pequi em formulações contendo diclofenaco de sódio. Os resultados mostraram que a papaína pode ser empregada como agente potencializador de penetração em administrações cutâneas da droga. Além disso, a papaína apresentou maior auxilio na absorção que o segundo promotor, sendo considerada inócua, segura e eficaz.

Apesar da papaína ser muito empregada no tratamento de feridas e queimaduras, sua utilização ainda gera dúvidas nos profissionais de enfermagem. Silva e Rogenski (2010) avaliaram o conhecimento de enfermeiros sobre o uso tópico da papaína. De acordo com os autores, 95% dos enfermeiros entrevistados em um hospital da cidade de São Paulo, Brasil, utilizavam a papaína para o tratamento de feridas. No entanto, algumas dúvidas eram presentes entre os entrevistados, como, por exemplo, quais as situações para utilização da papaína, tempo de duração da solução de papaína após diluição e aspectos relacionados ao seu armazenamento. Para os autores, a escolha da terapia tópica a ser utilizada no tratamento de feridas deve ser feita com profundo conhecimento, não só do produto a ser utilizado, mas do processo de cicatrização e das condições clínicas e sociais do paciente. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade de soluções aquosas de papaína, nas concentrações mais empregadas terapeuticamente (3 e 10% m/v), quando armazenadas em diferentes condições de temperatura por três semanas. 
2. MATERIAL E MÉTODOS
A matéria-prima empregada no presente estudo apresentou-se como pó branco higroscópico com odor característico, grau farmacopeico 6000 UI/mg, solúvel em água, insolúvel em etanol e clorofórmio e pH 5,8 em solução 2% m/v.

Para o preparo das soluções enzimáticas de papaína 3 e 10% m/v, foram adicionados 9,0 e 30,0 g da enzima em 300 mL de água destilada estéril, respectivamente. Os ensaios foram realizados em frascos de vidro fechados contendo 30 mL da solução enzimática, os quais foram acondicionados, imediatamente após o preparo, sob diferentes condições de temperatura controlada (7, 25 e 37°C), por um período de 21 dias. Durante os experimentos, foram retiradas amostras em intervalos semanais para análise da atividade proteolítica. Os ensaios foram realizados em triplicata e empregado água destilada estéril como controle. 
Para avaliar a atividade proteolítica das soluções de papaína, foi empregada gelatina como substrato proteico, cuja integridade pode ser facilmente monitorada por meio do processo de gelatinização. Para isso, a gelatina em pó foi adicionada em um béquer contento água destilada, em uma proporção de 1:10; sendo a mistura levada a banho-maria à 60°C até completa solubilização. Posteriormente, 3 mL de cada solução avaliada (incluindo o controle) foram adicionados em um tubo de ensaio contendo 10 mL da gelatina dissolvida e submetidos a uma pequena agitação. Após agitação, os tubos foram levados à refrigeração por aproximadamente 20 minutos. A fim de se comparar e concluir sobre os dados finais obtidos, foi preparado um controle negativo produzido apenas com gelatina e água. A ocorrência ou não da reação enzimática foi observada indiretamente mediante a viscosidade do meio.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
A fim de verificar a estabilidade enzimática das soluções de papaína avaliadas no presente estudo, foram realizados testes de atividade enzimática empregando gelatina como substrato proteico. Nesta metodologia, a atividade enzimática da solução de papaína foi confirmada pela não gelatinização da amostra, uma vez que a gelatina não realiza seu processo de gelatinização quando em presença de intensa atividade enzimática, pois a enzima proteolítica (papaína) é capaz de quebrar as ligações peptídicas das cadeias proteicas. É válido ressaltar que todas as amostras foram comparadas com um branco, onde empregou-se água em substituição à solução de papaína.  

A Tabela 1 apresenta a variação da atividade enzimática das soluções de papaína 3 e 10% m/v durante o período de estocagem estudado. Na amostra controle foi verificada a inexistência de atividade enzimática, confirmada pela gelatinização total do meio após 20 minutos em geladeira. Para as soluções contendo papaína, pode-se verificar que após 7 dias de incubação, a estabilidade dos meios foram pobremente comprometidas, independente da concentração empregada. Neste período de tempo, foi observado gelatinização completa apenas na solução de papaína 3% m/v quando incubada a 37°C. E quando armazenada a 7°C, foi observada uma queda de 50% na atividade enzimática após 14 dias de incubação. Ainda em relação a solução 3% m/v de papaína, foi observado perda de atividade enzimática em todos os casos, com gelatinização total de todas as amostras em 21 dias de incubação. Este resultado encontra-se de acordo com o descrito na literatura. Velasco et al. (1999) avaliaram o comportamento de soluções aquosas de papaína 2% m/v armazenadas a 5°C e observaram uma redução de 60% na atividade enzimática. Borella et a. (2016) também encontraram resultados semelhantes aos observados no presente estudo. Os autores verificaram que soluções de papaína 2, 6 e 10% m/v preparadas sem adição de adjuvantes, exibiram um rápido decaimento na atividade enzimática quando incubadas a 5-10 e 30-35°C, enquanto as que foram preparadas com adição de adjuvante, permaneceram inalteradas ou sofreram pouca degradação. Os autores verificaram ainda que para as soluções com uso de adjuvantes que foram armazenadas a 5-10°C, as atividades enzimáticas se mantiveram ou tenderam a aumentar nos primeiros dias de estocagem, chegando a um máximo com uma semana depois do preparo. Após esse período, observaram um decréscimo da atividade enzimática, com valores próximos a zero após 2 meses de incubação. Para os autores, este fato pode ser explicado pela gradual ativação dos sítios catalíticos presentes em porções da enzima disponível na solução e pela alteração da estrutura proteica. Além disso, a adição dos adjuvantes farmacotécnicos, como o propilenoglicol e EDTA dissódico, foi capaz de estabilizar a ação catalítica e retardar a desnaturação da papaína.
Tabela 1 - Variação da atividade enzimática das soluções de papaína durante período de incubação

	Solução aquosa de papaína (% m/v)
	Temperatura

(°C)
	Tempo de incubação (dias)

	
	
	7
	14
	21

	3
	7
	NG
	GP (50%)*
	GT

	
	2
	NG
	GT
	GT

	
	37
	GT
	GT
	GT

	10
	7
	NG
	NG
	NG

	
	25
	NG
	NG
	GT

	
	37
	GP (54%)*
	GT
	GT


NG: não foi observado gelatinização, GP: gelatinização parcial do meio e GT: gelatinização total do meio. As análises foram realizadas em triplicata. *Os valores de porcentagem equivalem a quantidade de solução que permaneceu líquida após 20 minutos em geladeira. Esses valores foram calculados considerando o volume inicial da solução (13 mL) e o volume líquido final após processo de gelatinização.

A Tabela 1 mostra ainda que a solução de papaína 10% m/v apresentou atividade enzimática mesmo após 21 dias de incubação a 7°C. Tais resultados estão de acordo com a literatura, que aponta perda de atividade enzimática da papaína diretamente relacionada com a temperatura de armazenamento, uma vez que elevadas temperaturas alteram a estrutura química da enzima. Borella et at. (2016) verificaram comportamento diferente quando incubada a solução de papaína 10% m/v a 5-10 e 30-35°C. Os autores verificaram que em todas as concentrações de papaína avaliadas (2, 6 e 10% m/v), os maiores valores de atividade enzimática foram encontrados nas preparações armazenadas entre 5-10°C. No entanto, as soluções 10% m/v tiveram suas atividades completamente reduzidas após 1 semana de incubação, fato não observado no presente estudo.  Sim et al. (2000) verificaram uma queda de quase 80% na atividade da papaína após 20 dias de incubação a 25°C. Quando submetidas a 45°C, a mesma queda de atividade foi observada em apenas 10 dias de incubação.

Atualmente a papaína é comercializada na forma de polpa, pó, gel, pomada, creme ou spray. Diversos estudos tem relatado a eficiência de géis de papaína no tratamento de feridas e queimaduras. Rodrigues et al. (2015) avaliaram a efetividade do gel de papaína 2% m/v no tratamento de úlceras venosas a partir de um ensaio aleatório, quando comparado com gel de carboximetilcelulose na mesma concentração. Os autores verificaram uma redução na área das lesões, especialmente no período de 5 a 12 semanas de tratamento com a enzima. De acordo com os autores, a papaína apresentou maior efetividade ao reduzir a área das lesões, quando comparado ao gel de carboximetilcelulose. No entanto, resultado similar para os dois géis foi observado em relação a quantidade de exsudado e tecido desvitalizado. Em outro estudo, Araújo et al. (2016) compararam a ação de gel de fibrina e gel de papaína 8% m/v acrescidos de carbopol na cicatrização de úlceras venosas crônicas, através de um ensaio clínico randomizado. Neste trabalho, os pacientes receberam tratamento a cada 15 dias por um período de 2 meses, e foi verificada uma redução significativa da área da úlcera, infecção local, exsudação e epitelização. De acordo com os autores, não foram observados efeitos adversos em nenhum tratamento, além da eficácia clínica não diferenciar entre as formulações empregadas. Ribeiro et al (2015) analisaram a eficácia de géis de papaína 2 e 4% m/v no reparo tecidual de úlceras venosas. Os resultados mostraram uma diminuição média de 7,9 cm2 (50% do tamanho original) nas feridas após 90 dias de tratamento com a enzima; sendo que 20% das úlceras foram completamente curadas em aproximadamente 57 dias. No entanto, a solução aquosa de papaína oferece diversas vantagens no tratamento de feridas, como fácil aplicação e baixo custo final, além de apresentar pouco ou nenhum efeito colateral.

De acordo com Carvalho et al. (2010), a concentração das soluções aquosas de papaína é dependente das características de cada fase da cicatrização. Em casos de feridas secas ou com tecido de granulação, a indicação é o uso de soluções na concentração de 2 % m/v. Em presença de exsudato purulento com infecções, a concentração indicada é de 6% m/v. Em presença de tecido necrótico abundante, recomenda-se a utilização de papaína na concentração de 10 % m/v. Monetta (1987) avaliou a evolução na cicatrização de lesões de pele de 15 pacientes durante tratamento com solução de papaína. No decorrer do tratamento, o autor observou uma diminuição progressiva da secreção e crescimento do tecido de granulação, fase caracterizada pelo aparecimento de uma borda de tecido cicatricial que foi aumentado de fora para dentro. É válido ressaltar ainda que no estudo de Monetta (1987) não foi observado nenhum caso de reação indesejável ou alérgica à papaína. Em outro estudo, Rogensk et al. (1995) avaliaram o emprego de solução de papaína 1% m/v na irrigação de vísceras em pacientes com infecções graves. Os autores observaram que após 72 horas de tratamento, houve redução acentuada da secreção purulenta, e que o tempo médio de cicatrização total das lesões foi de 30 dias.

4. CONCLUSÃO

Na avaliação da estabilidade enzimática de soluções aquosas de papaína 3 e 10% m/v, conclui-se que a solução 10% m/v apresentou maior estabilidade química quando comparada a solução 3% m/v. O armazenamento das soluções à temperatura de 7°C foi a melhor condição para soluções contendo 10% m/v de papaína. Nestas condições, a atividade da enzima mostrou-se inalterada, mesmo após 21 dias de incubação. No entanto, análises quantitativas são necessárias para confirmar a atividade enzimática da papaína 10% m/v, uma vez que no presente trabalho foi empregada apenas análise qualitativa. A revisão da literatura mostrou ainda que a efetividade da papaína como desbridante e cicatrizante de feridas dependerá da concentração da enzima nas formulações. Portanto, há necessidade de pesquisas com maior rigor metodológico, de forma a avaliar com maior precisão a efetividade da papaína no processo de cicatrização de feridas. 
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