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Atividade antibacteriana in vitro de géis com diferentes concentrac6es de papaina

In vitro antibacterial activity of gels with different papain concentrations

Actividad anti-bacteriana in vitro de geles con diversas concentraciones de la papaina

Adriano Menis Ferreira', Evandro Watanabe'', Andresa Piacezzi Nascimento'",

Denise de Andrade', Izabel Yoko ItoY

RESUMO

A papaina é uma enzima proteolitica
proveniente do maméao, Carica papaya Linn., e
€ muito empregada na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica. Objetivou-se
determinar a atividade antibacteriana in vitro de
géis com diferentes concentracbes de papaina
frente as bactérias padrdo: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Echerichia coli (ATCC
10538), bem como 4 Pseudomonas aeruginosa
hospitalares. Aliquotas de 2,0ml dos indculos
bacterianos (metade da escala 1,0 de
McFarland) foram semeadas em duplicata na
superficie de placas de Petri. Os géis com as
diferentes concentragbes de papaina foram
gotejados na superficie dos meios de cultura
pela técnica de gotejamento e a incubacdo
realizada a 35°C por 24 horas. A leitura dos
resultados da atividade antibacteriana foi
efetuada pela mensuragdo dos halos de inibicdo
ao redor das gotas dos géis de papaina. Apenas
0 gel de papaina a 10% foi capaz de inibir o
crescimento do S. aureus e de 2 P. aeruginosa.
Em conclusdo, de acordo com a literatura a
papaina apresenta ac¢do proteolitica sobre os
tecidos mortos, porém apenas a formulacdo em
gel a 10% apresentou atividade antibacteriana
in vitro. Assim, antes de utilizar alguma
substancia ou produto contra microrganismos é
necessario saber se a mesma apresenta
realmente atividade antimicrobiana.

Palavras chave: Papaina; Cicatrizacdo de
feridas; Infeccdo dos ferimentos; Infeccédo
hospitalar.
ABSTRACT
The papain is a proteolytic enzyme from

papaya, Carica papaya Linn., and it is so used in
food, cosmetic and pharmaceutical industry.
The aim of this study was to determine in vitro
antibacterial activity of gels with different
papain concentrations against standard
bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
and Echerichia coli (ATCC 10538), as well as 04
hospital Pseudomonas aeruginosa. Aliquots of

2.0ml from bacterial inocula (0.5 McFarland
scale) were seeded in duplicate onto Petri
plates’ surface. The papain gels with different
concentrations were dropped onto culture
medium surface by the drop technique and the
incubation realized at 35°C for 24 hours. The
results of antibacterial activity were obtained by
measuring of growth inhibition halos around the
drops of papain gels. Only the papain gel 10%
was able to inhibit S. aureus and 2 P.
aeruginosa growth. In conclusion, according to
literature the papain has action on dead tissues,
but only the gel formulation 10% presented in
vitro antibacterial activity. So, before using any
substance or product against microorganisms it
is necessary to know if it really has
antimicrobial activity.

Key words: Papain; Wound healing; Wound
infection; Cross Infection.

RESUMEN

La papaina es una enzima proteolitica de la
papaya, Carica papaya Linn., y es muy utilizado
en la industria del alimento, cosmética y
farmacéutica. La punteria de este estudio era
determinar la actividad anti-bacteriana in vitro
de geles con diversas concentraciones de la
papaina contra bacterias estandares:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) vy
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Echerichia coli (ATCC 10538), asi como 4 la papaina fue capaz de inhibir inhibir el

Pseudomonas aeruginosa del hospital. Alicuotas
de 2,0ml de inéculos bacterianos (0,5 de la
escala McFarland) fueron sembradas por
duplicado en la superficie de placas de Petri. Los
geles con diferentes concentraciones de papaina
fueron goteados en la superficie de los medios
de cultura por la técnica de goteo y Ila
incubacién se celebré a 35°C por 24 horas. La
lectura de los resultados fue hecha por la
medicion de los halos de inhibicién alrededor de
las gotas de geles. Solamente el gel el 10% de

INTRODUCAO

A papaina é originaria do latex das folhas
e dos frutos do maméo verde adulto (Carica
papaya Linn.), e é uma enzima proteolitica
muito empregada na inddstria alimenticia,
cosmética e farmacéutica®.

Sua atividade enziméatica é decorrente
principalmente da presenca de um radical
sulfidrila (SH) pertencente ao aminoéacido
cisteina®.

A papaina é, apds seu preparo, um pé6 de
cor leitosa, com odor forte e caracteristico,
lembrando enxofre. E solivel em &agua e
glicerol, mas praticamente insoltuvel em 4&lcool,
éter e cloroférmio. Além disso, pode ser
inativada ao reagir com agentes oxidantes como
ferro, oxigénio, derivados de iodo, &gua
oxigenada, nitrato de prata, luz e calor. Por ser
uma enzima de facil deterioracdo deve ser
mantida em ambiente fresco e seco e protegida
da luz®.

No Brasil, Monetta® foi a primeira autora
a reportar cientificamente os resultados da
utilizacdo da papaina in natura, bem como
diluida no tratamento de feridas. No entanto, o
uso da papaina ja é consagrado na literatura
internacional desde a década de 50,

Essa enzima tem sido utilizada em
pacientes com diferentes caracteristicas, faixas
etarias e feridas, sem o relato de efeitos
colaterais®*®. No entanto, pacientes que
apresentam reacdo alérgica ao latex também
podem apresenta-la & papaina®.

Essa substancia auxilia na remocdo de
exsudatos inflamatorios e células mortas,
reduzindo o periodo necessario para o reparo
tecidual, sem afetar o tecido integro ao redor da
lesdo. Ainda, facilita a cicatrizacdo da ferida,

crecimiento de S. aureus y de 2 P. aeruginosa.
En la conclusién, segun la literatura la papaina
tiene accidn en tisues muertos, pero solamente
la formulacién el 10% del gel presenté actividad
anti-bacteriana in vitro. Asi pues, antes de usar
cualquier sustancia o0 producto contra
microorganismos es necesario saber si
realmente tiene actividad anti-microbiana.

Palabras clave: Papaina; Herida curativa;
Infeccién de la herida; Infeccidén cruzada.

tornando-a mais proxima da estrutura original.
Assim, a papaina digere os restos teciduais e
constituintes insoldveis do exsudato
inflamatorio (fibrina e material genético das
células mortas) e os transformam em peptideos
quimiotaticos para os fibroblastos, que
estimulam precocemente a
fibroplastia/cicatrizacao 34>,

A papaina é capaz de degradar qualquer
proteina que contém residuos de cisteina, como
€ o0 caso dos fatores de crescimento. Por outro
lado, o colageno ndao é degradado por essa
enzima, visto que n&o apresenta o aminoéacido
cisteina em sua composicéo‘”.

No tratamento de feridas, a papaina pode
ser administrada em diferentes formas
farmacéuticas, como po6, gel, creme e solugdes
nas concentracdes de 2 a 5%®. Além disso,
outras concentracbes como as de 1 a 4%
podem ser empregadas em tecidos fibrinosos ou
de granulacdo e a de 10% em tecidos
necrosados®. Ao contrario do que muitos
pensam, a papaina pode ser utilizada durante
todas as fases de cicatrizacdo das feridas,
variando apenas sua concentrag&o®*?,

A forma farmacéutica em gel da papaina
apresenta vantagens no tratamento de feridas,
uma vez que mantém o ambiente Umido da
ferida, condicdo primordial para o processo de
cicatrizagdo. Além disso, pode ser facilmente
aplicada e delimitada na lesdo, bem como pode
ser removida facilmente por meio de lavagem
com soluc&o fisiolégica™®.

O gel de papaina foi padronizado a 0,4%
com duas diferentes bases comerciais (Carbopol
940® e Acrisint 400®) e manutencdo a 5°C (em
geladeira), 22°C e 37°C durante 57 dias. As
bases dos géis de papaina apresentaram
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caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. No Técnica de Gotejamento

entanto, as atividades enzimaticas da papaina Aliqguotas de 2,0ml dos indculos

nas trés diferentes condi¢cbes de temperatura de
armazenamento reduziram a menos de 50%,
apés o periodo de 57 dias. Embora, o gel
mantido a 5°C apresentasse uma menor perda
da sua atividade enzimatica, nao
estatisticamente significante, sugeriram
armazena-lo nessa temperatura®.

Outras caracteristicas dessa substancia é
a atividade bacteriostatica e bactericida®™?. Em
um estudo foi demonstrada a atividade
antibacteriana do extrato dos frutos da Carica
papaya contra algumas bactérias comumente
encontradas em feridas, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar a atividade
antibacteriana de diferentes formulacdes de
papaina para o tratamento de feridas®?.

Portanto, o objetivo deste estudo foi
determinar a atividade antibacteriana in vitro de
géis com diferentes concentracdes de papaina
(1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10%) frente a algumas
bactérias padrdo e hospitalares, que séo
relevantes em infeccfes de feridas.

MATERIAL E METODO

O experimento microbiolégico in vitro foi
efetuado no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto—USP, entre os periodos de marco
a junho de 2007.

A atividade antibacteriana dos géis de
papaina (1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10%) foi realizada
frente as:

e Bactérias padrdo: Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC
10538);

e Bactérias hospitalares: 4
Pseudomonas aeruginosa.

As bactérias isoladas foram semeadas em
tubos com meio de cultura Muller Hinton Agar —
Oxoid, Basingstake, Hampshire, UK (MH) e
incubadas a 35°C por 24 horas. Decorrido o
periodo de incubacdo, suspensfes bacterianas
em solucbes fisiolégicas foram feitas a partir
dessas culturas jovens, com  turvacgao
correspondente a metade da escala 1,0 de
McFarland.

cepas de

bacterianos (metade da escala 1,0 de
McFarland) foram semeadas em duplicata na
superficie de placas de Petri (20x100mm) com
meio de cultura MH, sendo o excesso removido
com o auxilio de pipeta automatica e absorvido
com tiras de papel filtro. A superficie do meio de
cultura foi seca apds abertura das placas em
uma cabine de fluxo laminar (VECO, Campina,
SP, BR) por 15 minutos.

Os géis de papaina a 1, 2, 3, 4, 6, 8 e
10% foram gotejados na superficie dos meios
de cultura pela técnica de gotejamento. Em
cada placa foram gotejadas 7 gotas (os géis
com as diferentes concentracdes de papaina),
sendo que 6 delas a cerca de 2,0cm da borda
da placa e nos vértices de um hexagono
regular, enquanto que sétima amostra no
centro da placa.

O gotejamento foi realizado com auxilio de
uma seringa descartavel (5,0ml) com agulha
(12x40mm), e a incubagdo a 35°C por 24
horas.

A leitura dos resultados da atividade
antibacteriana foi efetuada pela mensuracdo dos
halos de inibicdo ao redor das gotas dos géis de
papaina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A papaina apresentou atividade
proteolitica (0,1; 0,5 e 1,0%), diminuindo a
massa da crosta da queimadura e melhorando a
cicatrizacdo®®.

Um estudo in vitro com sementes de
Carica papaya demonstrou atividade
antibacteriana (Bacilus cereus>E.
coli=Enterococcus faecalis=S. aureus>Proteus
vulgaris>Shigella flexneri). A atividade
observada foi independente do grau de
maturacdo do fruto. A papaina tem efeito
antibacteriano que pode ser de utilidade para o
tratamento de feridas cronicas da pele,
promovendo a cicatrizacdo®®.

De baixo custo e amplamente utilizada, a
polpa do mamado amassada pode ser aplicada
diariamente em toda a extensdo de tecidos
queimados e infectados. Parece ser efetiva na
prevencdo de infec¢cdes de feridas relacionadas
a queimaduras. O seu possivel mecanismo de
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acao inclui a atividade proteolitica das enzimas
quimiopapaina e papaina, bem como sua
atividade antimicrobiana, no entanto mais
estudos sdo necessarios™®.

Pesquisadores®® ao avaliar a atividade
antimicrobiana de folhas de maméo (C. papua
Linn) frente a E. coli e S. aureus e néao
observaram qualquer atividade antibacteriana.

Um estudo®® demonstrou que os extratos
dos frutos da Carica papaya (epicarpo,
endocarpo e sementes) apresentaram atividade
antibacteriana frente a S. aureus, B. cereus, E.
coli, P. aeruginosa e Shigella flexineri. O mesmo
ndo ocorreu com o extrato das folhas, o qual

nao foi capaz de inibir esses microrganismos. As
concentracgdes inibitérias minimas (CIMs) dos
extratos dos frutos foram menores para as
bactérias Gram-positivas (0,2-0,3mg/ml) do
que para as Gram-negativas (1,5-4,0mg/ml).

A papaina em gel foi escolhida para esse
estudo, uma vez que esse tipo de veiculo é o
mais comumente utilizado no tratamento de
feridas.

Nossos resultados demonstraram que
apenas o0 gel de papaina na concentracdo de
10% foi capaz de inibir o crescimento do S.
aureus e de duas cepas de P. aeruginosa
(Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das bactérias padrao e hospitalares, segundo a atividade antibacteriana in vitro (halo de
inibicdo) dos géis com diferentes concentragfes de papaina. Ribeirdo Preto, 2007.

1% 2% 3% 4% 6% 8% 10%
P. aeruginosa (1) - - - - - - 120mm
P. aeruginosa (2) - - - - - - -
P. aeruginosa (3) - - - - - - -
P. aeruginosa (4) - - - - - - 20mm
E. coli (ATCC 10538) - - - - - - -
S. aureus (ATCC 6538) - - - - - - 75mm
- sem atividade antibacteriana.
Embora tenhamos observado efeito Figura 1. Na pratica clinica essa concentracdo é

antibacteriano para algumas cepas, temos que
interpretar esses resultados com cautela uma
vez que a Unica concentragdo que causou
inibicdo foi a de 10%, conforme observada na

feridas com alta
necroético e/ou

utilizada apenas
quantidade de
desvitalizado®.

para
tecido

Figura 1. Distribuicdo da atividade antibacteriana in vitro dos géis com diferentes concentragdes (em sentido
horario) e na concentragdo de 10% (no centro) frente a P. aeruginosa (1). Ribeirdo Preto, 2007.
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Figura 2. Distribuicdo da atividade antibacteriana in vitro dos géis com diferentes concentra¢gdes (em sentido
horario) e na concentragdo de 10% (no centro) frente a S. aureus (ATCC 6538). Ribeirdo Preto, 2007.

A escolha dessas bactérias nesse estudo é
justificada pelo fato de estarem presentes tanto
em feridas agudas como em crénicas®”.

Alguns trabalhos utilizaram a papaina para
auxiliar na cicatrizacdo de feridas e foram
undnimes em descrever, entre outras, a acado
antimicrobiana dessa substanciat*2#89:11,

Bactérias aerobicas sdo capazes de
degradar tecidos de feridas através da producao
de uma variedade de fatores de viruléncia,
como enzimas e toxinas (fribrinolisina,
hialuronidase, hemolisina, leucocidina e
exotoxina A)®®. Portanto, a infeccédo de feridas
é um problema continuo para muitos pacientes,
porque feridas infectadas podem causar
angustias associadas a morbidade e
mortalidade, aumento dos dias de internacéo,
retardo na cicatrizacdo, desconforto, e elevacao
dos custos do tratamento. Dessa forma, a partir
dos resultados dessa pesquisa, deve-se ter
cautela em indicar somente a papaina como
agente antibacteriano no tratamento de feridas
e adicionais estudos in vitro e in vivo sao
necessarios.

Acreditamos que o efeito antibacteriano da
papaina no tratamento de feridas seja devido a
sua atividade proteolitica™® capaz de degradar
tecidos desvitalizados do leito das feridas.
Assim, a retirada do tecido desvitalizado traz
consigo as bactérias que nele estdo aderidas,
diminuindo o nivel de contaminacédo da ferida e
melhorando a cicatrizacdo tecidual®®.

H& de se considerar que estudos in vitro,
envolvendo a utilizacdo de substancias ou
produtos em feridas devem ser interpretados
com cautela na pratica clinica, visto que as

substéncias analisadas entram em contato
direto com as bactérias, fato que nao acontece
na ferida, pois ha, por exemplo, a presenca de
exsudato e tecido desvitalizado®?.

CONCLUSAO
De acordo com as evidéncias
apresentadas, antes de utilizar alguma

substéncia ou produto contra microrganismos €&
necessario saber se a mesma apresenta
realmente atividade antimicrobiana. O gel de
papaina na concentracdo de 10% mostrou ter
atividade antibacteriana em 50% das bactérias
analisadas. No entanto, na pratica clinicas os
resultados devem ser interpretados com cautela
e efeitos colaterais relevantes como ardéncia,
e/ou desconforto na ferida sdo essenciais para
um tratamento seguro e com qualidade.
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