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RESUMO:

Géis (usando carbémero) e cremes (usando base autoemulsionante anibnica), contendo
2% (p/p), 6% (p/p) e 10% (p/p) de papaina, sao utilizados para fins de cicatrizacao e
desbridamento de ferimentos. Com estas formulacdes, armazenadas em dois ambientes
(5-10 °C e 30-35 °C), durante 4 meses, foram realizadas andlises (pH, analise
organoléptica, espalhabilidade, analise microbioldgica, teste de centrifugacdo e atividade
enzimética) para avaliar estabilidade, contaminagdo por micro-organismos e acgao
proteolitica. Os resultados mostraram que, para ambas as formas farmacéuticas, em
temperaturas mais elevadas, houve maior rapidez na perda da atividade enzimatica. Géis
com altas concentracbes de papaina (10% p/p) sdo inviaveis, pois apresentaram
espalhabilidade anormais. Os cremes com papaina, em todas as concentracdes,
apresentaram separacao de fases pelo teste de centrifugacdo, mostrando instabilidade
termodinamica. Os cremes (6% p/p e 10% p/p) apresentaram decréscimo intenso e rapido
(entre 24 horas a 1 semana apoés preparo) da atividade enzimatica, inviabilizando seu uso
por periodos prolongados. Resultados de pH e contaminagdo microbioldgica ndo foram
determinantes para reprovacao das formulacdes. Sendo assim, o gel a 2% (p/p) foi a Unica
formulacdo que ndo apresentou problemas criticos de estabilidade e perda de atividade
enzimética, se for mantido entre 5-10 °C.

Palavras chaves: Papaina, Producdo de medicamentos, Controle da qualidade, Anélise
microbiolégica, Estabilidade enzimatica.

ABSTRACTS:

Gels (using carbomer) and creams (using anionic self-emulsifying wax) containing 2% (w/w),
6% (w/w) and 10% (w/w) are used for wound healing and debridement purposes. Analysis
(pH, organoleptic analysis, spreadability, microbiological analysis, centrifugation test and
enzymatic activity) were carried with theses formulations to evaluate stability, contamination
by microorganisms and proteolytic action, in two storage environments (5-10 °C and 30-35
°C), for 4 months. The results showed that, for both forms evaluated, at higher temperatures,
there was a greater speed in relation to the loss of the enzymatic activity. Gels with high
concentrations of papain (10% w/w) are not feasible, because they have abnormal
spreadability characteristics. The creams with papain, in all concentrations, showed phase
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separation by centrifugation test, showing thermodynamic instability. The creams (6% w/w
and 10% wi/w) showed intense and fast (between 24 hours to 1 week after prepared)
decrease of the enzymatic activity, making it unfeasible for prolonged periods. Results of pH
variations and microbiological contamination were not determinant for rejection of the
formulations. Thus, gel 2% (w/w) was the only formulation that did not present critical stability
problems and loss of enzyme activity, if maintained between 5-10 °C.

Keywords: Papain, Production of products, Quality control, Microbiological analysis,
Enzyme stability.

1. INTRODUCAO

No ambito farmacéutico, desde os tempos de Galeno, ha uma procura incessante
pela melhor formulacdo para uso terapéutico dos ativos medicinais. Este empenho visa dar
mais eficacia ao tratamento e comodidade ao paciente (SILVA et al., 2010; VIANA et al.,
2006). Deste modo, com a evolucao das técnicas de manipulacado, surgiram varias formas
farmacéuticas que possibilitaram garantir estas condi¢cdes. Algumas delas foram
desenvolvidas com o objetivo de veicular ativos para uso topico, como sdo 0s casos das
preparacdes semissolidas (géis e cremes). Os primeiros sdo constituidos por suspensdes
de particulas (dispersdes coloidais), como grandes moléculas organicas, interpenetradas
por um liquido (ANSEL, POPOVICK; ALLEN JR., 2000). Os segundos sdo sistemas
emulsionados, resultantes de uma fase interna formada por goticulas de um liquido,
distribuidas em um veiculo, no qual é imiscivel (fase externa), empregando-se para sua
estabilizacdo um sistema tensoativo (FRIEDRICH et al., 2007).

A papaina € uma enzima (cisteina protease) presente no latex do mamoeiro (Carica
papaya). Devido a sua natureza proteica, a atividade enzimatica esta diretamente
relacionada com a manutencéo da estrutura molecular, incluindo a do seu sitio catalitico
(BORELLA; STEVANATO, 2015). Vérios fatores sdo conhecidos e competem para anular
ou preservar sua atividade enzimética. O aumento da temperatura, pH com valores muito
baixos ou elevados, presenca de agentes oxidantes e umidade sdo alguns fatores que
diminuem a atividade da papaina, enquanto a adicdo de agentes redutores moderados
(cisteina, EDTA) mantém o grupo sulfidrila livre no sitio catalitico, o qual ativa e preserva a
acdo da enzima (MIURA, 2012).

Embora nos EUA seja proibida sua utilizacao terapéutica, atraves de legislactes da
Food and Drug Administration (2008), ela é usada em varios outros paises, inclusive no
Brasil, para uso tépico, com o objetivo, entre outros, de cicatrizagdo e desbridamento de
feridas. As alegacfes quanto a sua eficacia terapéutica parecem estar evidenciadas pelos
diversos estudos que as atestam (BRITO JR.; FERREIRA, 2015; RIBEIRO et al., 2015;
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RODRIGUES et al., 2015; LEITE et al., 2012; LOPES et al., 2008; FERREIRA et al., 2005).
No entanto, a proibicdo nos EUA se refere a possibilidade de sensibilidade alérgica ao latex.
Contudo, situacdo como esta, parece ser rara no Brasil (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
ENFERMAGEM EM DERMATOLOGIA, 2008).

Para fins de cicatrizacdo e desbridamento de feridas, pode-se fazer uso da papaina de
diversas formas, desde uso do latex ‘in natura”(GURUNGA,; SKALKO-BASNET, 2008; STARLEY
et al.1999), passando por solugdes da enzima e até sua incorporacdo em formas farmacéuticas
mais complexas, como € o caso de géis e cremes (SOUZA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2015).

Com relacdo aos géis contendo papaina, observa-se que um dos agentes gelificantes
mais comumente utilizados s&o carbdémeros, derivados de acidos carboxivinilicos (Carbopol®),
resultando em hidrogéis organicos monofésicos. Pela sua natureza anibnica, este tipo de
agente é dependente de pH e sdo estaveis em pH proximo ao neutro, como também é a
condicéo ideal para a papaina, em relacdo a sua atividade enzimatica (CORREA et al., 2005).

Por outro lado, as bases cremosas sdo, por natureza, sistemas
termodinamicamente instaveis (emulsfes) e consequéncias desta condicdo podem ser
percebidas em produtos deste tipo, como a separagao de fases e instabilidade do ativo
incorporado. Existem varios tipos de bases cremosas que sao utilizadas na area farmacéutica.
Elas podem possuir carater ndo iénico ou idnico (catidénico e aniénico) (ZANIN et al., 2001).

A escolha do melhor tipo € muitas vezes dependente do ativo que sera incorporado,
na tentativa de melhor estabiliza-lo e deixa-lo disponivel para utilizagdo, mas ndo ha
padronizacdo das formulacdes, em relacdo a estes temas. Observa-se, no entanto, que
cremes utilizando bases autoemulsionantes néo iénicas, contendo alcoois graxos de cadeia
longa, como os alcoois cetilico, estearilico e cetoestearilico (Crodabase CR-2®) sdo
amplamente utilizadas na manipulacdo de produtos farmacéuticos, por possuirem menor
toxicidade, exibirem menores problemas de compatibilidade com outros materiais e serem
menos sensiveis a mudanca de pH e adicdo de eletrolitos (ZANIN et al., 2001).

Desta forma, além da baixa qualidade dos insumos utilizados nas formulacdes
contendo papaina (BORELLA, PADUA; STEVANATO, 2015), outros problemas
relacionados a eficacia destas preparacdes devem envolver fatores como a manutencao da
atividade enzimatica e estabilidade da propria formulacéo, que podem estar relacionados
com o tempo e temperatura de armazenagem (BORELLA et al., 2016).

Avaliacbes preliminares da estabilidade para preparacdes semissolidas mais
rotineiramente usadas incluem caracteristicas organolépticas, pH, contaminacao

microbioldgica, espalhabilidade, centrifugacédo, entre outras. Para avaliacdo da atividade
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enzimatica, técnicas imunoldgicas e enzimaticas de doseamento sdo empregadas. As
primeiras sdo baseadas nha interacdo da papaina com um anticorpo e as segundas, mais
comuns, sdo dependentes da hidrélise quantitativa de um substrato proteico com utilizacédo
da papaina (PINTO et al., 2007).

Neste sentido, na tentativa de contribuir para melhor entendimento e utilizacéo
destes tipos de formulacdes, este trabalho contempla estudos relativos as formulagdes de
géis e cremes, contendo papaina, tendo por objetivo avaliar preliminarmente o
comportamento relativo a estabilidade (analises organolépticas, pH, espalhabilidade e
centrifugacéo), contaminacéo microbioldgica e atividade enzimatica (método de coagulacao
do leite) de preparacdes farmacéuticas semissolidas (géis e cremes) contendo papaina (2%
p/p, 6% p/p e 10% p/p) frente a estocagem em diferentes condi¢des de temperatura (5-10

°C — geladeira e 30-35 °C — estufa).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Insumos e preparo das formulacdes

Para o desenvolvimento das analises foram produzidos géis e cremes, conforme
formulacdes descritas na TABELA 1.

TABELA 1. Formulacdes dos géis e cremes de papaina

Gel Testemunha 2%(p/p) 6%(p/p) 10%(p/p)
Papaina 0,000 2,000 6,000 10,000
Carbopol Ultrex® 0,880 0,880 0,880 0,880
EDTA dissodico 0,004 0,004 0,004 0,004
Metilparabeno 0,180 0,180 0,180 0,180
Etilparabeno 0,020 0,020 0,020 0,020
Propilenoglicol 15,000 15,000 15,000 15,000
NaOH (pH ~ 7,0) gs gs gs gs
Agua pur. gsp 100,000 100,000 100,000 100,000
Creme Testemunha 2%(p/p) 6%(p/p) 10%(p/p)
Papaina 0,000 2,000 6,000 10,000
Crodabase CR2® 22,500 22,500 22,500 22,500
EDTA dissédico 0,100 0,100 0,100 0,100
Metilparabeno 0,050 0,050 0,050 0,050
Etilparabeno 0,150 0,150 0,150 0,150
Propilenoglicol 5,000 5,000 5,000 5,000
Agua pur. gsp 100,000 100,000 100,000 100,000
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Os géis contendo papaina foram preparados a partir dos seguintes insumos,
previamente qualificados para uso farmacéutico (analise do certificado de qualidade
expedido pelo fornecedor e testes de controle de qualidade segundo Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo): Carbdmero (Carbopol Ultrez 10®) Fagron lote 15010686A,
Metilparabeno Dinamica lote 57416; Etilparabeno Fagron lote 20120828#3; EDTA dissodico
Fagron lote 15063527B; Propilenoglicol Fagron lote 14073478A; Hidroxido de soédio
Alichemistry lote ALL057356; Papaina 6000 Ul/mg Allchemistry lote ALL056679 e Agua
purificada Laboratdrio de Manipulacdo Farmacéutica lote AP.10.16.

A técnica de preparo consistiu em deixar o agente gelificante em contato com agua
purificada por uma hora. Posteriormente, com agitacdo constante, foi acrescentada a
solucdo aquosa de hidroxido de sodio para formacdo do gel. Os conservantes foram
solubilizados em propilenoglicol e foram adicionados ao gel. Por fim, houve a adicdo da
papaina, previamente solubilizada em parte da agua purificada. Todas as etapas de
producédo foram realizadas com agitacdo constante do sistema. O gel foi entdo envasado
em potes plasticos brancos leitosos, fechados e rotulados.

Os cremes contendo papaina foram preparados a partir dos seguintes insumos,
previamente qualificados pelos certificados de anéalises expedidos pelos fornecedores e por
analises de controle de qualidade realizadas conforme Farmacopeia Brasileira 52 edicéo:
Cera autoemulsionante ndo idnica (Crodabase CR®) Allchemistry lote ALL 061567;
Metilparabeno Dinamica lote 57416; Etilparabeno Fagron lote 20120828#3; EDTA dissédico
Fagron lote 15063527B; Propilenoglicol Fagron lote 14073478A; Papaina 6000 Ul/mg
Alichemistry lote ALL056679 e Agua purificada Laboratério de Manipulacdo Farmacéutica
lote AP.10.16.

Os cremes foram produzidos aquecendo-se a cera autoemulsionante a 70 °C, até
sua fuséo. A agua purificada também foi aquecida até temperatura proxima aquela da cera
e entdo foi solubilizado o EDTA dissodico. Também neste momento, a fase aquosa foi
dispersa na fase oleosa, com constante agitacdo. Apds diminuicdo da temperatura do
sistema (por volta de 40 °C), foi adicionado, ainda com agitac&o, o propilenoglicol, no qual
foram dissolvidos os conservantes e, por fim, houve adicdo da papaina, previamente
solubilizada em parte da agua purificada. Todas as etapas de producéo foram realizadas
com agitagdo constante do sistema. O creme foi envasado em potes plasticos brancos

leitosos, fechados e rotulados.
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2.2 Ambiente de estocagem

Os géis e cremes de papaina foram estocados em dois diferentes ambientes,
considerando a temperatura entre 5-10 °C (em geladeira, marca Elber modelo Re 280) e

entre 30-35 °C (em estufa, marca Marconi modelo MAQ032/4).

2.3 Testes realizados

As formulac¢des produzidas foram submetidas a diversas analises, que foram
realizadas com trés amostras (n=3) para cada condicdo de estocagem e cada uma das
analises foram realizadas em triplicada. Foi utilizada para apresentacdo dos resultados, a
média aritimética dos resultados destas andlises. Os resultados das andlises de pH,
consisténcia por espalhabilidade e atividade enzimatica foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e posterior teste de comparacdo multipla de Tukey-Kramer, ao nivel de
5% de probabilidade. As andlises organolépticas, de pH, espalhabilidade, centrifugacéo e
atividade enzimatica, de inicio, foram realizadas no dia do preparo das formulacdes e um
dia ap6s a manipulacéo. Depois houve realizacdo de analises semanais, até o primeiro més
apos preparo das formulacdes. Em seguida, foram realizadas analises mensais até o quarto
més apos o inicio do experimento. As andlises de contaminagdo microbiol6gica foram

realizadas no inicio e no final do periodo de estocagem.

2.4 Andlise organoléptica

As analises organolépticas tiveram avaliacdo comparativa entre as amostras e
foram observadas a homogeneidade (aspecto), coloracdo e odor das preparacgoes,
conforme preconizado por DUARTE (2016), NICOLETTI (2015), MIURA (2012) e PINTO (2005).

2.5 Determinacéao do pH

Foi realizada a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 52 edi¢cao (BRASIL,
2010), empregando aparelho de marca Orion modelo 420A. A afericdo do aparelho foi
realizada com as leituras de solugdes tampéao (pH = 4,0 e pH = 7,0) imediatamente antes
da determinacdo do pH da solucdo-teste. Preparou-se solucao-teste a 10% (p/p) com as
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amostras, usando-se agua purificada como solvente e procedeu-se a medida do pH (ISAAC
et al., 2008).

2.6 Espalhabilidade

O teste de espalhabilidade foi realizado segundo Knorst (1991), com modificacdes.
Um anel metalico com 15 mm de diametro e 5 mm de espessura foi usado como molde
para amostra e foi colocado no centro de uma placa-suporte de vidro. Sob esta placa
posicionou-se uma folha de papel milimetrado. A amostra foi introduzida no orificio do anel
e a superficie foi nivelada com espatula. Apos, o anel foi cuidadosamente retirado. Sobre a
amostra foi colocada uma placa de vidro de peso pré-determinado. Apés 1 minuto foi
calculada a superficie ocupada pela amostra, pela medida do diametro em duas posi¢coes
opostas, com o calculo do diametro médio. Este procedimento foi repetido acrescentando-
se mais pesos sobre a placa-suporte, em intervalos de 1 minuto, registrando-se a cada
adicdo, a superficie abrangida, até a obtencé@o de valores constantes. Por este método é
possivel representar a espalhabilidade da forma farmacéutica através do célculo da
espalhabilidade maxima (ponto no qual a adicdo de massa ndo provoca alteracdes
significativas nos valores das areas). Para determinacédo destes valores, foram utilizados
testes de andlise de variancia, seguidos do teste de Bonferroni (p<0,05), para comparacdes
multiplas entre as médias dos diferentes pontos de espalhabilidade. O esforco-limite
corresponde a massa adicionada no valor de espalhabilidade maxima (MILAN et al., 2007;
BORGHETTI; KNORST, 2006). A apresentacdo dos resultados considera a relacdo entre
as areas de espalhabilidade méaxima e o esforco-limite.

2.7 Analise microbioldgica

As técnicas realizadas visaram a contagem de microrganismos viaveis e foram
utilizados os meios de cultura TSA (avaliacdo do crescimento de bactérias) e Sabouraud
(avaliacdo do crescimento de fungos). As amostras foram submetidas ao tratamento com
solugéo neutralizante, para inativagéo dos conservantes e possibilitar homogeneizacéo das
amostras. Os isolamentos de coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus foram realizados usando os meios de cultura MacConkey,
Cetrimida e Vogel-Johnson. As formulacdes contendo papaina foram solubilizadas e

diluidas na proporgéo de 1:10; 1:100 e 1:1000, antes da semeadura nos meios de cultura,
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e previamente incubadas para recuperacdo dos microrganismos pesquisados (BOU-
CHACRA; OHARA, 2003). Demais provas bioguimicas néo foram realizadas, pois a andlise

desenvolvida foi para a utilizacéo de formula¢ges farmacéuticas para uso topico.

2.8 Teste de centrifugacéo

Este ensaio visa produzir estresse na formulacédo pelo aumento da forca da
gravidade. Essa situacéo forca o aumento da mobilidade das particulas e prevé possiveis
instabilidades (BONTORIM, 2009). As formulac¢des foram submetidas ao ensaio preliminar
de estabilidade por centrifugacéo, usando centrifuga Fanen 206 - Baby |, com velocidade
de 6000 rpm, durante 10 minutos (ISAAC et al., 2008).

2.9 Atividade enzimética

O método de coagulacéo do leite se fundamenta na alteracdo das caracteristicas
deste substrato proteico durante periodo de incubacédo. Por este método, 1 g das amostras
dos géis e cremes foi disperso em 10 g de solucédo de acido acético 0,01% (p/p) e esta
mistura adicionada a 10 mL de leite (2,5 g do leite em pd desnatado em 100 g de agua),
previamente aquecido, em banho de agua, até a temperatura de 50 °C. Esta mistura foi
agitada até o primeiro sinal de formacgéo de coagulos, observados com lupa (ampliacédo de
4x), contra fundo escuro. O tempo decorrido para a formacédo do coagulo, a partir da adicao
da amostra ao leite, foi usado para o calculo da atividade enzimética, expressa em unidade
de poténcia de coagulacdo do leite por grama da formulacdo com papaina (Upe)
(MAHECHA, RODRIGUEZ; CORREA, 2011):

Upe = 1000(E.1)-1

Onde: E: massa (mg) de solucéo necessaria para precipitar 10 mL do substrato (leite) no tempo t (min)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises organolépticas

Depois de realizados os ensaios descritos e compilacdo dos dados, pode-se
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observar que os géis testemunhas se apresentaram homogéneos, incolores e inodoros
durante todo o periodo de armazenagem, em ambas as temperaturas. Geéis de papaina a
2% (p/p), conservados em geladeira, mantiveram-se homogéneos, incolores e com odor
caracteristico, durante todo o periodo de avaliacdo. Os géis a 6% (p/p) e 10% (p/p),
mantidos em geladeira, também se mantiveram homogéneos e com odor caracteristico. No
entanto, suas coloragdes, desde o inicio da estocagem, eram levemente amareladas, para
as preparacoes a 6% (p/p) e amareladas para as formulagcdes a 10% (p/p), € se mantiveram
sem alteracbes, até o final do periodo de avaliacdo. Esta coloracdo, nestas formulacfes de
maior concentracdo, se deve a propria cor da papaina, que se apresenta com tonalidade
amarelada (BORELLA, PADUA; STEVANATO, 2015).

As alteracdes de coloracdo e odor mais intensas foram detectadas nos géis que
foram conservados em estufa. Géis a 2% (p/p) de papaina mostraram cor levemente
amarelada, apds 24 horas de estocagem. A coloracdo se intensificou, tornando-se
amarelada, apds duas semanas de armazenagem. Os géis a 6% (p/p) de papaina sofreram
intensificacdo da cor a partir da 22 semana de armazenagem (amarelado). Géis a 10% (p/p)
se apresentaram fortemente amarelados, a partir da 32 semana de estocagem. Associados
a estas alteracdes, o odor caracteristico de papaina também foi se intensificando nestes
mesmos momentos para 0s géis a 6% (p/p) e 10% (p/p) de papaina.

As formulacbes cremosas estocadas em geladeira tiveram comportamento
inalterado durante o periodo de avaliacdo. Mantiveram-se homogéneas, brancas e com
odor caracteristico. Estes mesmos resultados foram observados para as amostras
testemunhas, nos dois ambientes de estocagem. Aquelas amostras estocadas na estufa,
mostraram alteracdo de cor (levemente amareladas) para formulagéo a 2% (p/p), a partir
do 3° més de estocagem. Preparacdes cremosas a 6% (p/p) e 10% (p/p) com papaina
apresentaram alteracbes de cor a partir da 22 semana de estocagem (levemente
amareladas), intensificando-se a partir do 3° més de estocagem em diante (amareladas).
N&o houve alteracdes perceptiveis no aspecto (homogéneas) e odor (caracteristico).

Estes resultados evidenciam que a estocagem realizada em temperaturas elevadas
pode produzir efeitos indesejaveis a formulacdo, com alteracdo na coloracéo e odor, com
possiveis consequéncias para atividade farmacolégica. Miura (2012) e Pinto (2005) citam
que alteracBes deste tipo estdo associadas a degradacdo da papaina. Sendo assim,
caracteristicas como estas podem ser utilizadas para averiguar, de forma preliminar, as
condicbes de armazenagem que estes produtos foram submetidos e possiveis

consequéncias negativas quanto as suas eficacias terapéuticas.
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3.2 pH

Os resultados das leituras de pH nas formulacbes preparadas nao apresentaram
grandes variagfes, quer sejam para 0s géis, quer sejam para os cremes, nos dois ambientes
de estocagem, durante todo periodo avaliado. Fato semelhante é citado por Miura (2012),
gue enfatiza a manutencéo dos valores de pH em estudos de estabilidade acelerada em géis
de papaina (2% p/p e 4% p/p, usando Carbopol 940), durante 2 meses de estudos.

Os géis a 2% (p/p), 6% (p/p) e 10% (p/p) de papaina apresentaram pH que variaram
entre 5,0 a5,5. O pH dos cremes 2% (p/p), 6% (p/p) e 10% (p/p) variou entre 5,5 a 6,0. Os
valores encontrados, no transcorrer do experimento, ndo mostraram ser estatisticamente
diferentes entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Desta forma, os
resultados indicaram que este tipo de andlise ndo seria Util, durante o periodo de
estocagem, para monitorizacdo de alteracfes quimicas que poderiam estar ocorrendo nas

formulacoes.

3.3 Espalhabilidade

Os resultados das analises de espalhabilidade mostraram ser estatisticamente
iguais (Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade) para cada tipo de formulacgéo (gel
ou creme) e para cada concentracdo avaliada (2% p/p, 6% p/p e 10% p/p), nos dois
ambientes de estocagem, durante todo o periodo de estocagem.

Para os géis a 2% (p/p) e a 6% (p/p), além da testemunha, foram observados
valores de espalhabilidade na ordem de 0,020 mm?/g (area/esforco limite). Alteracédo neste
resultado foi estatisticamente observada para as formulacdes dos géis a 10% (p/p), nas
duas condi¢cGes de estocagem, onde foi encontrada espalhabilidade de 0,090 mm?/g. Esta
situacdo leva a interpretacdo de que formulacbes usando a quantidade especificada de
Carbopol Ultrez 10® (0,88% p/p), associada a grande concentracéo de papaina (10% p/p),
nado dao condi¢des para a manuten¢do da estrutura coloidal e perdem suas caracteristicas,
alterando a espalhabilidade. Problemas deste tipo podem ser resolvidos com adi¢cao de
maior quantidade do agente gelificante (DUARTE, 2016). Neste sentido, este mesmo
pesquisador desenvolveu e avaliou estabilidade e atividade enzimatica de formulacdes de
géis de papaina a 10% (p/p) e concluiu que com o uso Carbopol 940® (2% p/p) resultaram
preparacoes estaveis.

O valor médio de 0,040 mm?/g foi calculado para expressar a espalhabilidade para
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todas formulacdes cremosas avaliadas, independentemente das concentracfes de papaina
e temperatura de armazenagem. Deste modo, observou-se que, para este tipo de
formulacdo cremosa, a massa de papaina empregada e a temperatura durante a
estocagem nao foram determinantes para alteracdo do parametro analisado.
Diferentemente destes resultados, em analises realizadas com formulacdes cremosas
(Polawax® - Cera autoemulsionante néo idnica) sem adicédo de ativos, Zanin et al. (2016)
relataram que houve sensiveis modificacdes quando foram armazenadas em ambientes

com temperaturas em torno de 50°C, inclusive com forte alteragdo da espalhabilidade.

3.4 Contaminacao microbioldgica

A avaliagdo microbiolégica das amostras foi realizada utilizando-se o meio de
cultura TSA e o meio de cultura Sabouraud, no inicio e ao final do periodo de estocagem.
As placas apresentaram baixo crescimento de colbnias, sem ultrapassar os limites
permitidos pela legislacdo (BRASIL, 2010). Estes meios foram também encubados com
amostras na diluicdo de 1:100 e 1:1000 e, nestas condi¢cbes, ndo houve crescimento
bacteriano ou fungico. Presenca de coliformes totais e fecais, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa foi avaliada, respectivamente, nos agares MacConkey, Vogel-
Johnson e Cetrimida, onde os resultados foram negativos. Desse modo, as amostras
avaliadas estdo dentro dos limites estabelecidos, no inicio até o final do periodo de
estocagem avaliado, mesmo naqueles ambientes com temperaturas mais elevadas. Neste
sentido, ressalta-se que Ferreira et al. (2008) e Payne et al. (2008) citam que a proépria

papaina apresenta atividade antimicrobiana, além de propriedade cicatrizante e desbridante.

3.5 Ensaio preliminar de centrifugacéo

Observou-se que, para as amostras de creme a 2% (p/p), 6% (p/p) e 10% (p/p) de
papaina, houve separacdo de fases apds realizacéo da centrifugacéo, independentemente
do ambiente de estocagem. As testemunhas ndo apresentaram este resultado, mostrando-
se perfeitamente homogéneas, apos a realizagdo do teste. Isto parece evidenciar que a
formulac&o cremosa, com adi¢cdo de papaina, é termodinamicamente instavel e devera ser
reformulada para alterar esta condicao.

Os géis avaliados ndo apresentaram qualquer alteracéo, apos teste de centrifugacéo,

exceto aqueles na concentragéo a 10% (p/p), onde se observou separagao de fases. Este
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resultado coaduna com aquele citado anteriormente para espalhabilidade, para as mesmas
amostras, evidenciando instabilidade na estrutura coloidal da preparacdo. Esta situacao
demonstra a inviabilidade do uso desta formulacéo para fins terapéuticos, com a quantidade

de agente gelificante especificada e devera ser reformulada para adequacéo.

3.6 Atividade enzimatica

Nas FIGURAS 1 a 4 estdo apresentados os comportamentos das formulacdes
contendo papaina, em relacdo a atividade enziméatica durante o tempo de estocagem. As
formulacdes testemunhas, para géis e cremes, ndo foram inseridas nestas figuras, pois
apresentaram atividade enzimética nula (zero Upe), durante todo o periodo analisado,

independentemente da temperatura no ambiente de estocagem.
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FIGURA 2. Variacdo da atividade enzimatica das formulacbes dos géis de papaina no

periodo de estocagem em estufa (30-35 oC)
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FIGURA 3. Variacéo da atividade enzimatica das formulacdes dos cremes de papaina no

periodo de estocagem em geladeira (5-10 oC)
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FIGURA 4. Variacdo da atividade enzimatica das formulaces dos cremes de papaina no
periodo de estocagem em estufa (30-35 oC)

Com relacdo aos resultados obtidos da atividade enzimatica das amostras,
observou-se que ela decresce mais rapidamente se a estocagem for realizada em
ambientes com temperaturas mais elevadas (30-35 °C), quando comparadas com as
atividades das amostras estocadas em temperaturas menores (5-10 °C), quer seja para a
forma farmacéutica de gel ou creme. Isto reafirma dados da literatura que definem o

ambiente refrigerado como condicao ideal de estocagem para estes produtos (DUARTE,
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2016; NICOLETTI, 2015; MIURA, 2012; PINTO, 2005).

Os resultados em relacdo as atividades enzimaticas iniciais (tempo de estocagem
= Oh), tanto para géis quanto para cremes, ndo apresentaram valores proporcionais em
relacdo ao aumento da concentracdo de papaina usada na formulacdo. Desta forma, ndo
é real concluir que, para uma dada forma farmacéutica contendo 6% (p/p) de papaina, seja
trés vezes mais potente em sua acao, que a formulacéo a 2% (p/p). Observou-se que, na
comparacao dos geéis, esta poténcia de acdo € estatisticamente igual, enquanto para
cremes, estocados em geladeira, a poténcia para as preparagdes de 6% (p/p) € superior a
trés vezes (15,5 vezes maior). As preparacoes a 10% (p/p), tanto para géis quanto para
cremes, sempre apresentaram suas atividades enzimaticas iniciais superiores as demais
formulacfes, embora também em desproporcao com as atividades apresentadas por estas
mesmas preparacoes.

Comparando-se as atividades enzimaticas dos géis e cremes com as mesmas
concentracfes de papaina, observou-se que 0s cremes, inicialmente, apresentam maiores
valores, exceto a preparacao a 2% (p/p), que apresentou a metade da atividade enziméatica
em relacdo ao gel. Tais variagées sugerem que os componentes das formulacées devam
estar influenciando as atividades enzimaticas destes produtos.

No entanto, estes valores superiores se alteraram conforme o tempo de estocagem
se prolongou e esta condicdo se deteriorou rapidamente. Isto parece mostrar que as
formulacbes na forma de géis tém maiores condicdes de retardar a queda da atividade
enzimatica da papaina. Neste aspecto, ressalta-se a drastica perda de atividade enzimatica
observada pelos cremes contendo 6% (p/p) e 10% (p/p) de papaina, estocados na estufa e
na geladeira. Para estes, o periodo de 1 semana e 2 semanas de estocagem foi suficiente
para que ocorresse decréscimo de 82,5% e 93,7%, respectivamente, de suas atividades
enzimaticas inicialmente detectadas. Este quadro se acentua para aquelas formulacbes
estocadas em estufa, onde se observa semelhante decréscimo da atividade enzimatica,
porém com somente 24 horas de estocagem. Desta forma, analisando estes dados, ha um
comprometimento da eficacia destas formulacbes se utilizadas apds maiores tempos de
estocagem.

O drastico decaimento da atividade enzimética das preparacbes emulsionadas
contendo papaina também foi descrito por Pinto et al. (2011), onde relataram a diminuicédo
de 90% da atividade enzimatica em emulsdes contendo papaina, armazenadas a 40°C, no
periodo de 90 dias.

Todas estas informagfes sdo importantes para assegurar a eficacia do tratamento
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com uso de preparacdes contendo papaina. Neste sentido, salienta-se que € comum no
comércio de manipulagcéao farmacéutica, o uso de prazos de validade de até quatro meses
para estes produtos. Nota-se que para cremes a 6% (p/p) e 10% (p/p), a atividade
enziméatica é quase nula ap6s 1 ou 2 semanas de estocagem em ambientes refrigerados.
Isto inviabiliza, a médio e longo prazo, a eficacia destes produtos que seriam utilizados na
limpeza de curativos (desbridamento). Deste modo, € importante que as farmacias de
manipulagcdo, que formulem preparagfes cremosas de papaina anélogas as que foram
testadas, orientem os pacientes em relacdo ao uso imediato da preparacédo, para que a
acao desbridante seja atingida. Também para os géis a 10% (p/p), se observou o
decaimento da atividade enzimatica, conforme o tempo de estocagem, mas esta nao
ocorreu na mesma velocidade apresentada pelos cremes.

Os géis a 6% (p/p) tiveram desempenho peculiar. Aqueles armazenados em
geladeira, incialmente (tempo de estocagem = 0h) tiveram atividade enzimatica semelhante
estatisticamente aqueles géis a 2% (p/p) (0,76 Upe), armazenados nas mesmas condicdes.
Um dia apés preparacdo, a atividade enzimética da formulacdo dobrou (1,53 Upe) e
manteve-se neste nivel até o 2° més de estocagem, quando entrou em queda. Este mesmo
perfil havia sido detectado por Pinto et al. (2011), em preparacées com papaina modificada
e Borella et al. (2016), em estudos com solucBes aquosas de papaina com adicdo de
adjuvantes farmacotécnicos. Este comportamento pode ser explicado pela gradual ativacao
dos sitios cataliticos presentes em porcdes da enzima, a partir da preparacdo da
formulacao.

O gel a 2% (p/p) foi a formulacdo que apresentou maior estabilidade da atividade
enzimatica durante o periodo analisado. As preparacfes armazenadas em geladeira ou
estufa apresentaram estatisticamente as mesmas atividades enzimaticas, até o segundo
més de estocagem, quando aquelas estocadas em estufa entraram em queda em relacao
ao seu poder proteolitico. As preparacbes mantidas na geladeira conservaram

estatisticamente a mesma atividade até o quarto més de estocagem.

4. CONCLUSOES

Através da analise e discussédo dos resultados apresentados, podemos concluir que:
- A contaminac&o microbiolégica que foi detectada em todas as amostras, nos dois
ambientes de estocagem, durante todo o periodo analisado estava dentro dos limites

especificados pela legislacdo, garantindo seguranga microbiologica na utilizagdo destas
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formulacoes.

- A avaliacédo do pH, durante o periodo de estocagem, ndo representou parametro
eficiente para indicar altera¢cdes quimicas que possam estar ocorrendo nestas preparacoes.

- Caracteres organolépticos, como a cor e odor, podem ser utilizados, de forma
preliminar nas analises, para indicativo de boas condicdes de estocagem destas
preparacgdes.

- Testes de estabilidade preliminar, por centrifugacdo, mostraram que,
independentemente da temperatura de estocagem, todas as preparacdes cremosas
contendo papaina sédo termodinamicamente instaveis e devem ser reformuladas. Os géis a
10% (p/p) também exibiram separacdo de fases, mostrando instabilidade provocada pelo
desequilibrio das propor¢cbes de agente gelificante (carbédmero) e papaina. Este fato foi
reforcado pela alteracéo da espalhabilidade que este tipo de formulagao apresentou.

- Temperaturas mais elevadas de estocagem sao prejudiciais a manutencdo da
atividade enzimatica destas preparacdes (géis e cremes), principalmente para aquelas de
maior concentragao (6% p/p; 10% p/p).

- Os cremes com maiores concentracbes de papaina (6% p/p e 10% p/p),
inicialmente apresentaram maiores atividades enzimaticas que 0s géis nas mesmas
concentracfes, porém esta condicdo se deteriora rapidamente, com 1 e 2 semanas apos
preparo, estocados em geladeira, ou com 1 dia, se estocados em estufa. Isto inviabiliza o
emprego destas preparacdes por periodos prolongados, ap6s sua preparacao.

- Géis a 2% p/p de papaina apresentaram resultados dentro da normalidade em
relacdo aos parametros analisados, quando armazenados em geladeira, resultando em

formulacdo que apresentou bons parametros de estabilidade e atividade enzimatica.
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