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Resumo

Medeiros MMM. Efeitos in vitro da papaina em fibroblastos humanos oriundos de pele
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Feridas cutaneas sao consideradas um problema de saude publica, devido ao impacto
psicolégico, social e econdmico que causam. Seu tratamento é dindmico e depende
da evolucdo das fases da reparacdo tecidual. Dentro do conceito de curativos
contendo principios ativos, um dos produtos mais utilizados é a papaina uma
complexa mistura de enzimas proteoliticas e peroxidases, que causam a protedlise e
degradacdao de proteinas do tecido desvitalizado. Véarios estudos tentam quantificar a
dose ideal para que a papaina exercesse efeito estimulante no processo de
cicatrizacdo, porém, sem sucesso. Assim, em nosso estudo pretendemos avaliar 0s
efeitos de diferentes concentracdes de papaina em cultura de fibroblastos de pele,
avaliando a capacidade de proliferagcdo e viabilidade celular, citotoxicidade e
metabolismo celular pela expressao de colageno tipo I. Para tanto estabelecemos a
ICs0 da papaina na cultura de fibroblastos aproximadamente 57uM em 24 horas e
87uM em 48 horas. Com doses inferiores a ICso realizamos nossos ensaios. Solugdes
de papaina a 0,075%, 0,05% mostraram-se nao toxicas, porém sem efeito proliferativo
celular. Papaina nas concentracbes de 0,05%, 0,025% e 0,0125%. também né&o
apresentaram estimulo na sintese de colagenos quando comparadas ao controle.
Assim pudemos concluir que néo existe correlacao direta entre doses de utilizacédo
clinica da papaina e doses in vitro. Efeitos pré-cicatrizantes observados clinicamente
nao ocorrem a custa de estimulo direto sobre fibroblastos.

Descritores: Papaina; Alfa l1-antitripsina; Fibroblastos; Colageno; Cicatrizacao;
Cultura celular.



Abstract

Medeiros MMM. In vitro effects of papain on human skin fibroblasts [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Wounds are a public health problem due to the psychological, social and economic
impact they cause to the patients. The treatment is dynamic and depends on the
evolution of the tissue repair phases. Within the concept of dressings containing active
principles, one of the most used products is papain, a complex mixture of proteolytic
enzymes and peroxidases, which cause proteolysis and degradation of proteins in
devitalized tissue. Several unsuccessful studies have tried to quantify the ideal dose
of papain to exert a stimulatory effect on the healing process. Thus, in our study, we
aimed to evaluate the in vitro effects of different concentrations of papain on skin
fibroblast, analyzing the capacity of cell proliferation and viability, cytotoxicity and cell
metabolism through the expression of type | collagen. For tHis purpose, we established
the 1Cso of papain in the culture of fibroblasts approximately 57uM in 24 hours and
87uM in 48 hours. With doses below the ICso we performed our tests. Papain solutions
at 0.075%, 0.05% proved to be non-toxic, but without cell proliferative effect. Papain
at concentrations of 0.05%, 0.025% and 0.0125% did not show stimulation in collagen
synthesis when compared to the control. Thus, we were able to conclude that there is
no direct correlation between clinical doses of papain and in vitro doses. Pro-healing
clinical effects do not occur at the expense of direct stimulation on fibroblasts.

Descriptors: Papain; Alpha 1-antitrypsin; Fibroblasts; Collagen; Wound healing; Cell
culture
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1. Introducéo

O interesse da medicina pelos cuidados com a perda de integridade do
tegumento cutaneo vem desde a antiguidade™.

As, assim denominadas, feridas cutaneas sé&o consideradas um problema de
saude publica, devido ao impacto psicolégico, social e econdmico que causam tanto
aos pacientes quanto as suas familias?.

Os custos para o sistema de saude também séo altos e crescentes, atingindo

pessoas, independentemente do género, idade ou etnia?.

1.1 Definicéo e etiologia

Define-se ferida como uma interrupcdo na continuidade de tecidos biologicos,
causada principalmente por traumas: mecanico, térmico, quimico, pela presenca de
agentes bacterianos, ou ainda desencadeada por afeccdes clinicas. Tais lesdes séo
representadas ndo apenas pela ruptura da pele e do tecido celular subcutaneo, mas

também, em alguns casos, por lesées em musculos, tenddes e 0ssos*.

1.2 Classificacao

Feridas podem ser classificadas de trés formas diferentes de acordo com: o

agente causal, o grau de contaminacéo e o comprometimento tecidual®.



1.2.1 Agente causal

Incisas ou cirargicas: sdo produzidas por um instrumento cortante. As feridas
limpas séo geralmente fechadas por suturas. Agentes: faca, bisturi, lJamina, etc®.
Contusas: sao produzidas por objeto rombo e caracterizadas por traumatismo
das partes moles, hemorragia e edema®.

Lacerantes: Sao ferimentos com margens irregulares e com mais de um angulo.
O mecanismo da lesdo é por tracdo: rasgo ou arrancamento tecidual. Um
exemplo classico é a mordedura de céo®.

Perfurantes: sdo caracterizadas por pequenas aberturas na pele. Ha um
predominio da profundidade sobre o comprimento. Exemplos: bala ou ponta de

faca®.

1.2.2 Grau de contaminacdao

As feridas podem ser limpas, limpa-contaminadas, contaminadas e infectadas®.
Limpas: sdo as que nao apresentam sinais de infeccdo e em que ndo sao
atingidos os tratos respiratério, digestivo, genital ou urinario. Probabilidade de
infeccdo € baixa, em torno de 1 a 5 %. Exemplo: feridas produzidas em ambiente
cirargico®.

Limpas-contaminadas: sdo os ferimentos que apresentam contaminacao
grosseira, em acidente doméstico por exemplo ou em situacdes cirurgicas em
gue houve contato com os tratos respiratorio, digestorio, urinario e genital, porém
em situagGes controladas. O risco de infeccdo é cerca de 10%°.

Contaminadas: sdo consideradas contaminadas as feridas acidentais, com mais

de seis horas de trauma ou que tiveram contato com terra e fezes, por exemplo.



No ambiente cirurgico sdo consideradas contaminadas as em que a técnica
asséptica nao foi devidamente respeitada. Os niveis de infeccdo podem atingir
20 a 30% (cirurgia dos cdélons)>®.

+ Infectadas: sdo aquelas que apresentam sinais nitidos de infeccao®.

1.2.3 Comprometimento tecidual

« Estagio I: comprometimento da epiderme>.

« Estagio II: perda tecidual e comprometimento da epiderme, derme ou ambas®.

« Estagio lll: comprometimento total da pele e necrose de tecido subcutaneo,
entretanto ndo atinge a fascia muscular®.

» Estagio IV: extensa destruicdo de tecido, chegando a ocorrer lesédo 0ssea ou

muscular ou necrose tissular®.

1.3 Curadaferida

Uma vez instalada a solucdo de continuidade da barreira cutanea, havera uma
resposta fisioldgica para resolucdo dessa situacdo. O resultado dessa reparacdo
depende da profundidade do trauma’. O processo de cicatrizacdo de feridas envolve
uma série de eventos celulares e bioquimicos que acabam por levar a reparacdo dos
tecidos®.

Esses eventos sao definidos classicamente como hemostasia, inflamacao,
proliferacéo, epitelizacdo, maturacdo e remodelacéo do tecido cicatricial. Importante
para o processo de cicatrizacdo € o envolvimento de fatores de crescimento
enddgenos, citocinas e proteases em cada um desses eventos. O conhecimento atual

destes, em cada estagio da cicatrizacdo, bem como os aspectos bioquimicos das



feridas, sugere que existe um grande potencial desses agentes para melhorar a
gualidade e o tempo de cicatrizacdo de uma ferida, particularmente uma ferida
cronica®.

O termo citocinas refere-se a um grupo heterogéneo de proteinas que exercem
suas acdes nas células-alvo por meio de interagdes com os receptores da superficie
celular, os fatores de crescimento sao sintetizados e liberados por muitos tipos
celulares!®. Depois que um fator de crescimento é liberado, ele pode: agir na mesma
célula que a produziu (estimulacdo autdcrina), atuar em células adjacentes a célula
produtora (estimulacdo paracrina), entrar na circulacdo a ser transportada para as
células que estéo distantes da célula produtora (estimulacdo enddécrina)!!. Para nosso
conhecimento atual, existem cinco familias de fatores de crescimento envolvidos na
cicatrizacao de feridas e exercem uma influéncia importante no processo de reparo
tecidual, dentre elas: atrair outras células para a area da ferida (quimiotaxia), induzir
proliferacdo celular (mitose), estimular a formacdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese) e regular a sintese e degradacdo do extracelular matriz (MEC)1%12,

A lesdo na pele desencadeia uma cascata organizada de células e eventos
bioquimicos que acabam por levar a restauracdo da integridade da pele8.

A cicatrizacdo de feridas € um processo fisiolégico altamente complexo, que
envolve a interacdo de varios tipos celulares e componentes bioquimicos, que
conduzem a cascata de cicatrizacdo até o reparo final. Além desses componentes,
varias vias enzimaticas também se tornam ativas durante o reparo e ajudam na
cicatrizacao 3.

Entre os fatores implicados no controle do processo de cicatrizacdo, a matriz
extracelular (MEC), que é feita de colageno e fibras elasticas, dispersos numa

substancia amorfa de glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas do tecido



conjuntivo, € capaz de modular a reparacdo de feridas, regulando aspectos
importantes do comportamento celular, como adesdo, migracdo e proliferacéo,
exercendo um importante papel e ndo apenas com relacdo ao suporte arquitetonico
para os tecidos, mas também, na regulagédo celular'#15.

Conforme apontado por Richard Clark!3, o coagulo de fibrina por si s6 constitui
uma matriz extracelular provisoria, composta de 95% de fibrina e muitos outros
componentes, principalmente fibronectina. Esses componentes podem suportar a
migracgao celular necesséria para a cicatrizacéo de feridas, mas também desencadeia
0 processo de inflamacao. Por exemplo, a propria fibrina induz a secrecédo de IL-8
pelas células endoteliais e de TNFa, IL13, IL-6, MIP-1, MIP-2 e MCP-1 por células
mononucleares?®.

Dependendo da profundidade da derme residente, os fibroblastos expressam
diferentes quantidades de colageno e propor¢cdes de mRNA de colageno tipo | e lll.
Além disso, fibroblastos dentro da derme mais profunda produzem menos colagenase
mRNA do que os fibroblastos em camadas mais superficiais’. O fibroblasto é uma
célula maleavel, capaz de alterar sua funcéo e fisiologia ou mesmo se transformar em
um novo tipo de célula, com base em sua localizacdo dentro do corpo!>18,

Clark em 1993 dividiu o reparo tecidual em trés fases: (1) inflamacao, (2)
formacdo de tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e (3)
remodelacdo. (Figura 1). Segundo ele, estas ndo sdo mutuamente excludentes, mas

sobrepostas no tempo?*®.



Fases da cicatrizacao de feridas
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Figura 1 - Fases da cicatrizacao e a deposi¢céo dos componentes da matriz cicatricial
ao longo do tempo (Adaptado de Broughton et al)*®.

A hemostasia serve como passo inicial e base para o processo de cicatrizacéo,
a inflamacé&o resulta em vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. No
entanto, a primeira acdo que o corpo realiza imediatamente apés o ferimento é
controlar o sangramento'®. Os vasos sanguineos lesados, bem como o endotélio e
plaguetas préximas ativam a parte intrinseca da cascata de coagulacdo®®?°. O pico
de atividade dos polimorfonucleares ocorre nas primeiras 24-48 horas ap0s o trauma,
seguindo-se de um maior aporte de macrofagos durante os dois a trés dias seguintes.
O macrofago (permanece do terceiro ao sétimo dia), também ativa os elementos
celulares das fases subsequentes da cicatrizacdo, tais como fibroblastos e células
endoteliais, sendo a célula inflamatéria mais importante dessa fase?!. Essas células,
além de suas conhecidas atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as
reacdes catabolicas de degradacéo de tecidos pela producao de proteases e espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio e também com as reac¢fes anabdlicas de formagéo



de tecidos pela producao de fatores de crescimento, responsaveis pela recomposi¢ao
da celularidade regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formacdo da
cicatriz?.

Na fase de proliferacdo, que se inicia por volta do 3° dia apés a leséo, perdura
por 2 a 3 semanas, sendo o marco inicial da formacgao da cicatriz que se caracteriza
por fibroplasia, angiogénese e reepitelizacédo?!®.

Nesta fase, a migracdo e proliferacao de fibroblastos da-se a partir das margens
livres da ferida e de células mesenquimais®®, ao passo que os principais estimulos
guimioatraentes e mitogénicos dos primeiros serdo o EGF e o PDGF?°. Por outro lado,
PDGF e TGF-B induzirdo a diferenciagao dos fibroblastos em miofibroblastos (Figura
2), 0s quais expressam Alfa—actina, Alfa-miosina e desmina. Estes fibroblastos
diferenciados possuem capacidade de se contrair e se expandir, movimentando-se,
assim, pela ferida. Durante a movimentacao dos miofibroblastos, ocorre deposicao de
fibronectina sobre o arcabouco de fibrina (Figura 2). A nova estrutura de fibronectina

é denominada de fibronexus?3.



. INFLOUGAO REMODELACAO

Jetrodlaze
2 \azrafasy .’n«k\‘)_"ui S
i P ;
% Mo g \\
ol A e b
ey - — e = N Pl
> « e g e
|2 / R R ==
—— .}E‘ ——

Y ) mag
l i Tompo (chaz) ©

Figura 2 - Representacdo grafica da resposta normal da pele a feridas, mostrando o
namero relativo das principais células durante as trés fases do processo de
cicatrizacdo (adaptado de Gray et al.?%).

A migracao dessas células cessa pelo contato entre elas, com posterior sintese
de membrana basal e moléculas de adesdo, além da queda da expressdo de
substancias pré-migracgéo (ativador de plasminogénio, por exemplo)?*.

A fase de remodelacdo ocorre de 3 semanas a 1 ano apOs a lesdo. E
caracterizada por contracdo da ferida e remodelacdo do colageno. O processo mais
marcante nessa fase é a substituicdo do colageno tipo Il em tipo 12526,

Quando algum fator intrinseco ou extrinseco interfere nesse desencadear de
eventos, o processo de cicatrizacdo ndo se completara gerando a necessidade de

interferéncia especializada para a resolucéo dessa ferida?’.



1.4 Tratamentos

O tratamento das feridas € dindmico e depende da evolucao das fases da
reparacado tecidual. Inclui métodos clinicos, na fase inicial, e cirargicos, sendo o
curativo, o tratamento mais frequentemente utilizado. Um arsenal terapéutico vasto,
composto por coberturas inertes, curativos com principios ativos e curativos com
capacidade de modular a resposta da MEC pode auxiliar no reparo do tegumento
em vdrias situacGes?.

Dentro do conceito de curativos contendo principios ativos, um dos produtos
mais utilizados é a papaina®®, que provém do latex do mamoeiro Carica papaya,
encontrado comumente no Brasil. Trata-se de uma mistura complexa de enzimas
proteoliticas e peroxidases, que causam a protedlise, degradacéo de proteinas em
aminoacidos, do tecido desvitalizado e da necrose, sem alterar o tecido sadio,
devido a uma antiprotease plasmatica, a Alfal-antitripsina, uma globulina humana,
presente somente no tecido sadio que inativa as proteases, impedindo a

degradacéo do tecido s&o®.

1.4.1 Papaina

10

O latex da Carica papaya L. € um fluido de aparéncia leitosa, com

comportamento tixotropico®l. Ele possui aproximadamente 15% de matéria seca, das

guais 40% correspondem a enzimas, principalmente cisteinas endopeptidases, q

ue

constituem mais de 80% da fracdo total de enzimas3'32, A papaina consiste em uma

mistura de enzimas proteoliticas, papaina e quimopapaina, essencialmente. Essas

enzimas sdo capazes de hidrolisar polipeptideos, amidas e ésteres, principalmente
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nas ligacdes envolvendo aminoécidos basicos, leucina ou glicina, produzindo

peptideos de baixo peso molecular®.

Dentre as diversas endopeptidases presentes neste latex, a papaina € a que se
encontra em menor quantidade (aproximadamente 8%); contudo, é a mais facilmente
purificada. Foi isolada em forma cristalina a partir do latex fresco pela primeira vez em

1937, sendo o processo aprimorado por Balls e Lineweaver (1939)34.

A papaina € uma tiol-proteinase, classificada como uma cisteina protease da
familia C1, pertencente a classe das enzimas proteoliticas®®, trata-se de uma mistura
complexa de enzimas proteoliticas e peroxidases, que provoca a protedlise do tecido
desvitalizado, constituida de uma Unica cadeia polipeptidica contendo 212 residuos
de aminoacidos, com uma massa molecular de 23400 Daltons e um ponto
isoelétrico de 9,5%. A molécula da papaina consiste em uma cadeia polipeptidica
simples. Light et al.3” foram os primeiros a reportar a sequéncia de aminoacidos dessa
enzima, descrevendo a indicacdo da posicédo das ligacdes dissulfetos na molécula,
bem como do grupo sulfidrila ativo. A estrutura cristalina tridimensional da papaina
indica que a cadeia polipeptidica € dobrada em dois dominios de tamanhos
semelhantes, mas com informacdes completamente diferentes, formando uma fenda

sobre a superficie da enzima, onde esta localizado o seu sitio ativo (Figura 3A e B)*.
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B
Figura 3 - A- Configuracao tridimensional da papaina, na qual estao representados
os dois dominios da cadeia principal (em verde) e o sitio catalitico ao meio (em azul).
B -. Configuracao tridimensional da papaina, na qual esta representada a cisteina 25
do sitio ativo da papaina. (Capucho,2007)%

Na papaina, a parte da cadeia em que se localiza a Cys 25 e His 159 é o sitio
ativo da enzima (Figura 3B), e a interacdo entre esses aminoacidos é responsavel
pelo mecanismo catalitico sobre o substrato®. Entre os dominios forma-se um
profundo vale, onde se encontra o sitio ativo da enzima, composto pelos residuos
cisteina (Cys 25), Histidina (His 159) e acido aspartico (Asp 158).

O residuo Cys 25 possui 0 grupo sulfidrila essencial, que permanece livre na
enzima ativa, enquanto outros seis residuos de cisteina formam entre si pontes de
dissulfeto que estabilizam a estrutura terciaria da proteina®®4°. Os autores
Sangeetha e Abraham (2006), entretanto, afirmam que o centro catalitico da enzima
é formado por uma triade composta pelos residuos de aminoacidos Cys 25, His 159
e Asn 175%,

A distribuicdo dos aminoacidos ocorre de modo que os residuos 10-11 e 207-212
estdo localizados no dominio L, enquanto os residuos 1-9 e 12-206 compdem o
dominio R, conferindo uma estrutura tridimensional composta por subestruturas
conhecidas como alfa-hélices, folhas 3-pregueadas, voltas B etc. O residuo Cys 25 da

papaina é posicionado no inicio da alfa-hélice no dominio L (residuos 24-42)%1,
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A papaina purificada é encontrada sob a forma de um pd higroscépico, de
coloracéo variando desde o branco até o amarelado. Apresenta-se, comercialmente,
diluida com lactose ou outros diluentes. Soluvel em agua, a papaina origina uma
solucéo incolor ou amarelada, pouco opalescente. E praticamente insol(vel em alcool,
cloroférmio e éter e pode ser parcialmente ou completamente inativada quando
armazenada a temperatura ambiente por um més. Devido a essas caracteristicas,
recomenda-se que 0 armazenamento da papaina obedeca a condi¢bes especificas
como abrigo de luz, umidade e calor3342:43,

A utilizagdo da papaina no tratamento de feridas tem sido amplamente estudada
guanto a sua agao e ao estabelecimento de protocolos para o tratamento de diversos
tipos de lesdes. Ela se destaca como uma O6tima alternativa para esses tipos de
tratamento devido ao seu baixo custo e reduzidos efeitos colaterais*4-4°,

Papaina promove desbridamento quimico, sendo capaz de degradar qualquer
proteina que contenha residuos de cisteina, como é o caso dos fatores de
crescimento, pode ainda, ser administrada em diferentes formas farmacéuticas, como
po, gel, creme e solucdes nas concentracdes de 2 a 5%*". Além disso, outras
concentracfes como as de 1 a 4% podem ser empregadas em tecidos fibrinosos ou
de granulagdo e a de 10% em tecidos necrosados“®. Normalmente, sdo utilizadas as
concentracfes de 2% (p/p), para feridas com tecido de granulagéo; 4% a 6% (p/p), em
feridas com exsudato purulento; e 8 a 10% (p/p), para tecido necrético*>48,

A papaina costuma ser utilizada como principio ativo anico. Ao contrario do que
muitos pensam, a papaina pode ser utilizada durante todas as fases de cicatrizacao
das feridas, variando apenas sua concentracao*®:,

Dessa forma, a papaina agiria degradando restos teciduais e constituintes

insoltveis do exsudato inflamatdrio (fibrina, desoxirribonucleoproteinas derivadas dos
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nacleos das células mortas ou degeneradas) que resultam em peptideos, os quais
sdo quimiotaticos para os fibroblastos, estimulando precocemente a fibroplastia5-3,
Outras caracteristicas dessa substancia é seu poder anti-inflamatorio, bacteriostatico
e bactericida*>53%, A papaina atua como um agente de remocéo de detritos, sem
efeitos nocivos aos tecidos sadios devido a especificidade da enzima e a presenca
de uma anti-protease plasmatica, a Alfa-1 antitripsina, que impede a acéo
proteolitica da enzima nesses tecidos sdos®°. Cabe destacar que, se a concentracao
da enzima superar esta antiprotease, ocorrera destruicdo do tecido sadio que podera
ser visualizado através do sangramento e relato de dor pelo paciente. Um estudo
demonstrou que os extratos dos frutos da Carica papaya (epicarpo, endocarpo e
sementes) apresentaram atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexineri, o
mesmo nao ocorreu com o extrato das folhas, o qual ndo foi capaz de inibir esses
microrganismos®®.

Ela também é capaz de hidrolisar as ligacbes peptidicas do colageno e da
gueratina na camada cérnea da pele®”>8, Além de facilitar a cicatrizacéo, ela promove
o alinhamento das fibras de colageno, resultando em um crescimento mais uniforme
do tecido e, consequentemente, em uma cicatriz mais plana, mais proxima a estrutura
original da pele3243:52,

Isso acontece porque a papaina neutraliza as interacdes entre 0s aminoacidos
aglomerados em forma espiralar e que se dispdem aleatoriamente, intervindo na
ruptura dessas ligacoes, fazendo com que os aminodacidos se disponham em cadeias

lineares, evitando, assim, a formacéo de cicatrizes queloidianas®®.
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A papaina reduz o pH no leito da ferida, o que estimula a producéo de citocinas
gue promovem a replicacdo celular e deixam a area desfavoravel para o surgimento
de microrganismos patogénicos®°.

A reatividade cruzada entre a papaina e o latex tem sido descrita, sugerindo que
0S pacientes que apresentam uma reacado alérgica ao latex podem ter uma reacao
semelhante a papaina®:®. Apesar de saber que o maméo possui propriedades
curativas, nenhum estudo sisteméatico foi realizado até o0 momento sobre o quadro
clinico ou avaliacdo do potencial de cicatrizacdo de feridas com o latex da Carica
papaya.

O uso da papaina é consagrado na literatura internacional desde a década de
19504464, No Brasil, a primeira publicacdo cientifica da utilizacdo de papaina no
tratamento de feridas foi feita por Monetta:>%, usando inicialmente o fruto in natura e,
posteriormente, a solucdo de papaina em po.

Varios estudos tentaram quantificar a dose ideal para que a papaina exercesse
um efeito estimulatério no processo de cicatrizacéo, dentre eles, Costa, KB cujo
objetivo foi avaliar o efeito da papaina na formacdo e degradacdo de matriz
extracelular em cultura de fibroblastos humanos tratados com papaina 1%, 2% e 10%,
avaliando as metaloproteinases MMP-1, MMP-3 e MMP-9 e inibidores tissulares de
metaloproteinases TIMP-1 e TIMP-2, apresentou resultados variados, porém, concluiu
gue células expostas a papaina 2% mostraram maior expressdo de MMPs, mas néo
de TIMPS, quando comparadas a outras concentracoes.

Outro estudo relacionando papaina a cicatrizacdo de feridas mostrou que a
solucéo de papaina a 2% promoveu uma reparacao tecidual mais eficaz, atuando nas

fases iniciais e de fibroplasia das feridas*:.
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Em revisdo sistematica com o objetivo de analisar as evidéncias sobre o0 uso da
papaina no processo de cicatrizacao de feridas, os resultados apontaram a deficiéncia
de um padrao de formas e apresentacdo para uso do produto, além do predominio de
estudos de baixa qualidade, segundo as escalas internacionais de avaliacéo,
indicando a necessidade de desenvolvimento de pesquisas com maior rigor
metodoldgico para a avaliagdo mais precisa da efetividade da papaina no processo
de reparo tecidual®®®.

Assim, em nosso estudo pretendemos avaliar os efeitos de diferentes

concentracdes de papaina em cultura de fibroblastos de pele.



2. Objetivos
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2. Objetivos

Avaliar o comportamento, in vitro, de fibroblastos da pele na presenca de
papaina, quanto a:
e Capacidade de proliferagéo e viabilidade celular

e Sintese de colageno envolvido no processo de cicatrizacao



3. Métodos
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3. Métodos

3.1. Tipo de estudo

Estudo in vitro, prospectivo, controlado, ndo randomizado, néo cego.

3.2. Procedimentos éticos

Esse estudo teve aprovacdo da CONEP/Comité de Etica e Pesquisa
HCFMUSP sob o numero: CAAE 35417614.1.1001.0068 (Anexo A).

Antes do inicio do estudo, o pesquisador explicou as participantes os objetivos
e metodologia utilizada na pesquisa, além de prestar esclarecimentos quando foram
necessarios. A todos os individuos convidados a participar do estudo foram
assegurados: privacidade, sigilo, auséncia de despesas pessoais, disponibilidade da
equipe para eventuais esclarecimentos e possibilidade de desvinculagéo do protocolo
a qualquer momento, sem que isso resultasse em prejuizo a continuidade de seu
tratamento na instituicdo. Apds serem suficientemente esclarecidas a respeito das
informacdes constantes no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
Anexo B) lidas ou ouvidas por elas, e estarem de acordo com elas, os pacientes

assinaram o termo com a finalidade de autorizar a doac&o do tecido para a pesquisa.

3.3. Local do estudo

Esse estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa de Cultura Celular e
Cicatrizacdo - Laboratério de Investigacdo Meédica (LIM 04 -HCFMUSP), com
colaboracdo do Laboratério de Genética e Hematologia Molecular (LIM 31), onde

foram realizados os ensaios de imunofluorescéncia e caracterizacéo celular.
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3.4. Populacéao e coleta de amostras

Fibroblastos oriundos de pele normal (NHF -normal human fibroblasts) foram
obtidos a partir de amostras de pele ndo-cicatricial, doadas por 12 pacientes do género
feminino de idade entre 20 e 50 anos, sem comorbidades que afetem a cicatrizacao,
como doencas inflamatérias, imunolégicas ou metabdlicas. As pacientes foram
submetidas a mamoplastia redutora de caréater estético realizada no Centro Cirlrgico
do Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (ICHC) por cirurgido plastico membro da equipe de cirurgia
plastica do Hospital das Clinicas da FMUSP e, a pele excedente que seria

desprezada, foi doada ao nosso grupo com intuito exclusivo de pesquisa (Anexo C).

3.5. Padronizacao do Cultivo de Fibroblastos de Pele

Fibroblastos humanos foram isolados in vitro, com base na técnica de explante,
proposta por Carrel e Burrows (1911)%7, com algumas modificacdes padronizadas pelo
nosso grupo®, a saber:

Em cabine de seguranca biologica, amostras de tecido de pele nédo cicatricial,
foram lavadas e desinfectadas seguindo a sequéncia de banhos descrita abaixo
(PBS —etanol 70% — PBS — etanol 70 % — PBS — PBS).

Ja desinfectadas, as amostras foram transferidas para uma placa de Petri
contendo solucao fisiolégica, onde parte da derme reticular foi removida com auxilio
de pinca e tesoura.

Em seguida, as amostras foram recortadas em fragmentos de

aproximadamente 1mm?2. Esses fragmentos foram depositados sobre a superficie de
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uma garrafa de cultivo (T25), com a face dérmica voltada para baixo. Decorrido o
tempo necessério para que os fragmentos aderissem a superficie de cultivo
(aproximadamente 2h), adicionamos a garrafa, 5 ml de meio por nés denominado D10,
contendo 90% de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium—(Gibco: 12800-017),
acrescido de 10% de soro fetal bovino/SFB (Vitrocell/Embriolife: 11), contendo 1% de
solucéo de antibidticos e antifungico (estreptomicina 100 ug/ml, penicilina 100 Ul/ml e
anfotericina B 0,25 pg/ml -Gibco: 15240-062) e 1% de L-glutamina -200 mM (Gibco:
25030-081). As culturas foram mantidas em ambiente com temperatura controlada a
37°C e atmosfera de CO2 a 5%.

A troca de meio de cultivo foi efetuada a cada 72 horas, até que a superficie do
frasco de cultivo apresentasse 70% a 80% de confluéncia celular (aspecto de
subconfluéncia), momento em que foram amplificadas ou congeladas, para realizacéo

dos ensaios subsequentes.
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Figura 4 - Cultura priméria dos fibroblastos humanos. (A) Fragmento de pele sendo
submetido ao explante. (B) Frasco de cultura contendo os fragmentos de pele. (C)
Imagem microscopica dos fibroblastos migrando a partir dos fragmentos de pele.

3.6 Caracterizacédo dos NHFs

Vimentina e colageno séo proteinas com funcdes estruturais e funcionais
sabidamente expressas por fibroblastos.

A anadlise de expressao de vimentina e colageno do tipo | neste ensaio, visou
auxiliar a caracterizacao dos fibroblastos de pele humana como tais.

Em microplaca preta de fundo chato com 96 pocos (Corning 3599), foram
semeadas, em meio Dio, aproximadamente 4x10° NHFs, entre 22 e 42 passagem,
provenientes de 3 pacientes. A placa foi incubada em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO2 por 48 horas, para que houvesse a adeséo das células a superficie dos
pocos. Passado esse periodo, 0 meio Dio foi substituido. As culturas foram entéo
incubadas nas condi¢cdes mencionadas anteriormente por 72 horas.

As células cultivadas foram entéo fixadas as placas de cultivo, o que aconteceu
com a retirada do meio D10, seguida por duas lavagens dos pocos com 100 uL de
DPBS (Dulbecco’s Tampéo Salina Fosfato), adicdo de paraformaldeido a 4% (Sigma-
Aldrich P-6148) e manutencéo da placa sob refrigeracdo (a 4°C) até o momento da

andlise.
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J& fixadas, as células foram permeabilizadas com solu¢do de Triton X-100 a
0,1% (Sigma Aldrich 93443) a 4°C por 15 minutos, lavadas com DPBS e bloqueadas
com solugéo 5% de DPBS (Sigma Aldrich A9418) e, albumina bovina; Sigma A4503)
por 40 minutos a temperatura ambiente, sob agitacado constante.

Os anticorpos primarios: anti-vimentina (utilizando 50uL; Flex Monoclonal mouse
anti-vimentin clone 9 — ready to use. Dako IR630), anti-colageno | (diluicdo 1:100;
(rabbit) antibody - Rockland (600.401.103 - 0.5) foram adicionados aos po¢os e entao,
a placa foi mantida sob refrigeracdo (4°C) por 24 horas.

Apoés esse periodo, os pocos foram lavados com DPBS e acrescidos de uma
solugcéo contendo DPBS + intercalante (Hoechst, Thermo Fisher Scientific 33342,
diluicdo 1:1000 + anticorpo secundario 1:1000). Para vimentina, o anticorpo
secundario utilizado foi (R-phycoeritrina goat anti mouse - Invitrogen P852 - 1:1000) e
para colageno do tipo | (Alexa Fluor TM 488 goat anti-rabbit 1gG (H+L),
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific A11008 — 1:1000).

Seguiu-se entdo novo periodo de incubacao por 1 hora em temperatura ambiente
sob agitacdo constante, apos o qual os pocos foram lavados com DPBS e mantidos
em 100 uL dessa solucdo para andlise feita em equipamento ImageXpress —
Molecular Devices. As células positivas e suas respectivas intensidades foram
determinadas usando o software MetaXpress — Molecular Devices. Os resultados

foram expressos em intensidade de fluorescéncia.

3.7 Ensaio de tempo de duplicacdo celular (Doubling Time) de fibroblastos


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/H1399

25

Esse teste foi realizado na intencdo de conhecer o tempo médio de duplicacdo
celular, para NHF e dessa forma, estimar o tempo de estimulos que as células
receberiam.

Em placas de 24 pocos (Corning Costar 3524) 3 amostras de NHF, foram
semeadas (aproximadamente 10X10%/pogo) em triplicatas. Apés a adeséo, os
fibroblastos foram mantidos em meio de cultura D10. Nos momentos 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 horas, as células foram soltas dos pocos de cultura e contadas em
camara hemocitométrica. Os resultados foram analisados no programa GraphPad

Prism 7(GraphPad Software, Inc, USA) e expressos em horas.

3.8 Teor de pureza da papaina por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS (SDS-PAGE)

Eletroforese de papaina foi realizada em gel de poliacrilamida, 15%, em
presenca de dodecilsulfato de sédio (SDS). Tampao de amostra 2x (5x concentrado:
0,2mM Tris-HCL pH 6,8, 50% glicerol, 5% SDS,0,25M dithiothreitol (DDT), 250mg azul
de bromofenol) foi adicionado as amostras que, em seguida, foram aquecidas a 95°C
por 5 minutos. A eletroforese foi realizada segundo o método de Laemmli

(LAEMMLLI,1970). Para visualizacdo das bandas o gel foi corado com Coomassie Blue.

3.9 Calculo da dose de papaina para ensaios in vitro

Inicialmente, os fibroblastos humanos foram semeados em microplacas de 96
pocos na densidade de 1.10* células/poco e incubados por 24 horas.

Apods 24 horas, foi preparada a solucéo de papaina livre (6000 USP.mg™) em
meio na concentracdo inicial de 10 mg. mL* (428 uM) e a partir dessa solucéo, foram

realizadas 7 diluices seriadas. Em seguida, os meios dos pocos foram retirados e foi
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aplicado 100 pL de cada diluicdo em sextuplicata e a microplaca foi incubada por 24
ou 48 horas (OECD 129, 2010)%. Como controle positivo, utilizada uma solucéo a 1%
(v/v) de Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich®).

Posteriormente, para avaliacédo da viabilidade celular, utilizou-se o corante MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Thermo Fisher
Scientific). O meio de cultura foi retirado, foi aplicado 100 pL da solucdo de MTT (0,5
mg. mL1) e as microplacas foram incubadas por 2 horas. Ap6s esse periodo, a
solucdo de MTT foi retirada e adicionou-se 100 uL de alcool isopropilico gelado
(Synth®). Em seguida, as microplacas foram agitadas por 10 minutos para a completa
solubilizac&o dos cristais de formazan e a leitura das absorbancias foi realizada em
espectrofotdbmetro de microplacas (Biotek® modelo Synergy™ HT) no comprimento de
onda de 570 nm (MOSMANN, 1983)7°.

Para determinac&do de morte celular e, consequentemente a ICso do farmaco,
fizemos diluicdes para as concentracdes 0,1%, 0,075% e 0,050% de papaina. Para o
estudo do metabolismo celular elegemos doses inferiores a ICsp, utilizando, entéo,

concentragfes a 0,050%, 0,025% e 0,0125% dessa solucéo.

3.10 Teste de Viabilidade e Citotoxicidade Celular por MTT

O teste com MTT (3-(4,5 —dimethylthiazol -2 —yl) —2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) é um método colorimétrico no qual enzimas mitocondriais de células
metabolicamente ativas, reduzem os componentes do tetrazolio a produtos formazan
corados. A intensidade da coloracdo, que pode ser lida em espectrofotometro, é
proporcional a atividade metabdlica das mitocéndrias, o que nos permite inferir se o

produto em estudo teve alguma acgéo positiva ou negativa sobre a viabilidade celular®.
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Em placas de 96 pocos (Corning —CLS 3599), foram semeadas, 4x10° NHF
(n=06) de 22 a 42 passagem, usando meio Dio. As culturas foram incubadas em
incubadora a 37°C e atmosfera de CO25% por 48h. Passado esse tempo o meio D10
foi substituido por meio D10 fresco nos pocos controle e por papaina diluida em D10
nas concentracbes de 0,1%, 0,075%, 0,050%) nos demais pocos. As mesmas
solugbes de papaina foram mantidas em pocos sem células durante todo o
experimento. A leitura de absorbancia destes, correspondeu ao valor “background”,
descontado da leitura nos valores de absorbancia de seus respectivos pares. Apos
24h, 48h, 72h, os pocgos tiveram meio de cultura removidos e foram adicionados uma
solucdo composta por 90% de DMEM e 10% de solucdo MTT (Sigma C2674) na
concentracdo de 5 mg/ml. Seguiu-se entdo novo periodo de incubacéo (temperatura
379C —atmosfera de CO2-5%) por 3 horas, apés o qual a solugdo de MTT foi removida
e substituida por dimetil sulfoxido (DMSO-Sigma Aldrich —D5879), mantendo
incubacéao por mais 30 minutos.

Apos a agitacao por 1 minuto, a absorbancia foi medida em leitor automatico de
placas de cultura (Promega) com comprimento de onda de 560 nm, e filtro de
referéncia de 560 nm. Os po¢os com meio de cultura, sem células, foram considerados
como background e o seu valor descontado dos valores obtidos para as demais

amostras. Os resultados foram expressos em absorbancia.



28

3.11 Teste de adeséo celular a superficie de cultivo com Alfa-1 antitripsina

A Alfa-1 antitripsina (AAT) impede a acao das proteases nos tecidos saudaveis,
devido a isso, a papaina age apenas no tecido necrotico e desvitalizado, nao
interferindo na integridade do tecido sdo"?.

Em placas de 96 pocos (Corning —CLS 3599), foram semeadas, 4x10° NHF de
22 a 42 passagem, usando meio Dio. As culturas foram incubadas em incubadora a
37°C e atmosfera de CO2 5% por 48h. Passado esse tempo o meio D10 foi substituido
por meio D10 fresco nos pocos controle (CO), por Alfa-1 antitripsina (AAT) nas
concentragdes 0,5%, 0,3%, 0,1% e por papaina na concentracdo de 0,05% associada
ou ndo a Alfa-1 antitripsina concentragdes acima citadas e analisadas com 48 horas

apos as diluicbes como mostrada na figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo dos fibroblastos (CO) e das diluicbes feita com a papaina(P) e
com a Alfa-1 antitripsina e suas respectivas concentracdes na placa de cultivo.
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Baseado nos resultados obtidos nesse ensaio realizou-se um novo
experimento, onde a Alfa-1 antitripsina foi adicionada a cultura de células(HNF) duas

horas antes da papaina, como mostrada na figura 6.

PAPAINA ALFA-1 ALFA-1
ANTITRIPSINA ANTITRIPSINA
- -+
PAPAINA PAPAINA
(imediato) (2 horas apo0s)
CONCENTRAQOES 0,1% AAT 1% AAT 1%
+ +
P 0,1% P 0,1%
CONCENTRACOES 0,075% AAT 0,75% AAT 0,75%
+ +
P 0,075% P 0,075%
CONCENTRACOES 0,050% AAT 0,5% AAT 0,5%
+ +
P 0,05% P 0,05%
CONCENTRACOES 0,025% AAT 0,25% AAT 0,25%
+ +
P 0,025% P 0,025%
CONTROLE ALFA-1
HNF ANTITRIPSINA
(adicionada aos HNF)
Figura 06 — Segunda coluna- Concentracbes de papaina adicionadas aos

fibroblastos. Terceira coluna- Concentracdes de papaina adicionadas aos fibroblastos
colocadas junto com a Alfa-1 antitripsina(imediato). Quarta coluna- Concentracdes de
papaina adicionadas aos fibroblastos colocadas duas horas ap0os ter colocado a Alfa-
1 antitripsina. Controle - representa os fibroblastos sem adi¢cdo de papaina e Alfa-1
antitripsina adicionada aos fibroblastos normais.
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3.12 Metabolismo Celular por Imunofluorescéncia indireta para deteccao

de sintese de colageno |

Esse ensaio foi realizado para avaliar possiveis efeitos de modulagdo da
papaina, nas concentracdes de 0,05%, 0,025%, 0,0125%, sobre a expressao do
colageno tipo |, pelos NHF, apds 24 e 48h de exposi¢do. Em microplaca preta de fundo
chato com 96 pocos (Corning 3603), foram semeadas, em meio D10,
aproximadamente 4x103, entre 22 e 42 passagem, provenientes de 2 pacientes. A
placa foiincubada a 37°C com atmosfera de 5% CO, por 48 horas, para que houvesse
a adesédo das células a superficie dos poc¢os. Passado esse periodo, o meio D10 foi
substituido. As culturas foram entdo incubadas nas condicbes mencionadas
anteriormente por 24 e 48 horas. As células cultivadas foram entéo fixadas as placas
de cultivo, a semelhanca do que foi realizado no teste de caracterizacéo celular (item
3.6)

O anticorpo primario: anti-colageno | utilizado foi; (rabbit) antibody -Rockland
(600.401.103 -0.5) diluicéo 1:50. O anticorpo secundario utilizado foi Alexa Fluor TM
488 goat anti-rabbit IgG (H+L) (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, A11008) para
colageno do tipo | na diluicdo 1:1000. Os resultados foram expressos em intensidade

de fluorescéncia.

3.13 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram organizados em tabelas usando planilha eletrénica MS-
Excel (Microsoft-Office, Microsoft, INC2013). Para os resultados do ensaio de doubling
time foi calculada a média das triplicatas e os dados inseridos no software GraphPad

Prism 7 software (GraphPad Software, Inc, USA) utilizando-se as fungdes regressao
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linear e ndo-linear. Para os ensaios de MTT foi usado o0 pacote estatistico SAS
(Statistical Analysis System) em sua versdo 9 (SAS Institute Inc., USA). Com a
finalidade de avaliar se houve diferenca significativa entre os grupos, utilizamos um
teste de Andlise de Variancia para modelos mistos (ANOVA Mixed Models),
considerando a ocorréncia de efeitos significativos quando o valor p < 0,05. Partindo
desse principio, para identificar quais foram os grupos diferentes entre si, fizemos um
teste de comparacdo mdultipla pelo método de Turkey. Para os ensaios de
imunofluorescéncia indireta (3.12) foram empregados os testes ANOVA One Way e

Dunnett., utilizando GraphPad Prism Software, Inc., USA, na verséo 5.
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4. Resultados

4.1 Obtencéo de fibroblastos de pele néo cicatricial - NHF

A microscopia 6ptica foi observado aspecto morfologico das células obtidas a
partir do método de explante dos fragmentos de pele, que apresentam formato
afunilado regular e com maior indice de confluéncia celular na placa de cultura.

Compativel com fibroblastos de pele humana (Figura 7).

Figura 7 - Imagem representativa de fibroblastos de pele normal (NHF) M.O. 100X

4.2 Caracterizacdo dos NHFs por imunofluorescéncia indireta — vimentina,

colageno do tipo |

Apoés cultivo celular, verificou-se a positividade na fluorescéncia para

sinalizacao de vimentina e colageno tipo | como apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Imagem representativa de fluorescéncia da sinalizacéo para: (A) Vimentina,
(B) Colageno tipo | por NHF apés 72h. de cultivo em meio padrdo (D10).

4.3 Ensaio de tempo de duplicacao celular de fibroblastos

O tempo de duplicacdo dos NHFs foi 50+8h, assim, determinou-se 48 horas
como tempo de estimulo suficiente para promover alteragcbes celulares

morfofuncionais.

4.4 Teor de pureza da papaina por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS (SDS-PAGE) - Avaliagcdo Massa Molecular

A massa molecular da papaina utilizada em nossos testes foi de uma
precipitacdo em 23KDa. (Figura 9). Se comparada a massa molecular da papaina que

é de 23.400 Daltons essa papaina foi considerada puras®.
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A

Figura 9 - A) — Mostra a tabela dos valores em KDa, (B) localizacdo da precipitagéo
ideal da Papaina e (C) nossa substancia, papaina, confirmando a precipitacdo em

23KDas.

4.5 Calculo da dose de papaina para ensaios in vitro

Baseado no ensaio de citotoxicidade a ICso encontrada foi de aproximadamente

57uM para 24 horas e 87uM para 48 horas (Figura 10).
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Figura 10 - Citotoxicidade da papaina livre em fibroblastos humanos em 24 e 48
horas. Os dados representam meédia + desvio padrdo de trés ensaios independentes.
(**p < 0,001 e *p < 0,05 vs. controle positivo seguido de andlise de variancia one-way
anova e teste de bonferroni). cp: controle positivo (1% (v/v) de triton™ x-100).

4.6 Teste de Viabilidade e Citotoxicidade Celular por MTT

A partir do célculo de IC50 realizamos ensaios de viabilidade celular com
solucdes de papaina a 0,1%, 0,075%, 0,05%, e escolhemos as doses de 0,075%,

0,05% e 0,025% para estimulacédo celular (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Viabilidade de NHFs expostos as concentracdes de papaina (0,1%,
0,075%, 0,05%) em comparacao ao controle (CO) ao longo de 24h. Valores expressos
em absorbancia (Abs).
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Viabilidade Celular - 48h
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ECO m0,1% m0,075% m0,05%

Figura 12 - Viabilidade de NHFs expostos as concentracdes de papaina (0,1%, 0,075%,
0,05%) em comparacdo ao controle (CO) ao longo de 48h. Valores expressos em
absorbancia (Abs).

4.7 Ensaio de adesao celular a superficie de cultivo - Alfa-1 antitripsina

Como a Alfa-1 antitripsina ndo se mostrou efetiva na inibicdo da soltura de
fibroblastos da superficie de cultivo celular (Figura 13), optamos por seguir 0 ensaio

de avaliacdo de metabolismo celular sem a adicdo da mesma.



PaPAINA | A ey |2 haras apisy
0,1%
0,075%
0,050%
0,025%
controle Alfa 1 antitripsina

Figura 13 - Primeira coluna - Concentracdes de papaina adicionadas aos
fibroblastos. Segunda coluna- Concentracbes de papaina adicionadas aos
junto com a Alfa-1 antitripsina. Terceira coluna-
Concentracfes de papaina adicionadas aos fibroblastos colocadas duas horas
apos ter colocado a Alfa-1 antitripsina. Controle - representa os fibroblastos sem

fibroblastos colocadas

adicdo de papaina. Alfa-1 antitripsina adicionada aos fibroblastos.




4.8 Sintese de coladgeno do tipo | — Imunofluorescéncia indireta
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N&o houve diferenca estatistica significante nas concentracdes de 0,05%,

0,025%, 0,0125%, sobre a expressédo do colageno tipo |, pelos NHF, apds 24 e 48h

de exposicao (Figuras 14,15 e 16).

EXPRESSAO DO COLAGENO |

100 ~

80 -

60 -

40 A

PERCENTUAL DE CELULAS +
0
o

20 A

24H 48H

H controle

0.05%

M 0.025%

m0.0125%

Figura 14 - Expressdo de colageno tipo | frente a exposicdo de diferentes
concentracfes de papaina sendo: controle, papaina a 0,05%, papaina a 0,025%,

papaina a 0,0125%. Em 24 e 48 horas.
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Figura 15 - Avaliacdo da expressao de colageno tipo | frente a exposicdo dos NHFs
ao meio Do (C>) e as diferentes concentracdes de papaina, por um periodo de 24
horas, sendo: (C2) controle, (C5) concentracdo de papaina de 0,05%, (C7)
concentracdo de papaina de 0,025%, (C9) concentracdo de papaina de 0,0125%.
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C6 C8

Figura 16 - Avaliacdo da expresséao de colageno tipo | frente a exposicao as diferentes
concentracdes de papaina, no periodo de 48 horas, sendo (C3) controle, (C5)
concentracdo de papaina de 0,05%, (C6) concentracdo de papaina de 0,025%, (C8)
concentracdo de papaina de 0,0125%.
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5. Discussao

A acdo e o estabelecimento de protocolos para utilizagdo da papaina, no
tratamento de feridas, tém sido amplamente estudados no tratamento de lesdes
cutaneas de diferentes etiologias, devido ao seu baixo custo e reduzidos efeitos
colaterais*+-4¢,

A papaina promove desbridamento quimico, sendo capaz de degradar qualquer
proteina que contenha residuos de cisteina. Ela pode ser administrada em diferentes
formas farmacéuticas, como pé, gel, creme e solu¢des nas concentracdes de 2 a
5%%’. Concentracdes entre 1 a 4% podem ser empregadas em tecidos fibrinosos ou
de granulacdo®4*® e 10% para limpeza de feridas que apresentem tecidos
necroticos?s.

Apesar da farta descricéo de sua utilizac&o clinica ha pouquissimos estudos que
comprovem a sua atividade sobre o microambiente do leito da ferida.

Em revisao sistematica para analisar as evidéncias sobre 0 uso da papaina no
processo de cicatrizacao de feridas, os resultados apontaram a deficiéncia de padréao
de formas e apresentacdo para uso do produto, além do predominio de estudos de
baixa qualidade, segundo as escalas internacionais de avaliacdo, indicando a
necessidade de desenvolvimento de pesquisas com maior rigor metodoldgico para a
avaliacdo mais precisa da efetividade da papaina no processo de reparo tecidual®®®.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento, in vitro, de
fibroblastos da pele na presenca de papaina, quanto a: capacidade de proliferacéo,
viabilidade celular e a sintese de colageno envolvido no processo de cicatrizacao

Para tanto, foram obtidos fibroblastos oriundos do excedente de pele néao-

cicatricial de mulheres submetidas a mamoplastia redutora de carater estético.
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Utilizando-se como base a técnica de explante, proposta por Carrel e Burrows
(1911)%7, com algumas modificacdes padronizadas pelo nosso grupo®.

Uma vez obtidas, as células foram caracterizadas avaliando-se as expressoes
de vimentina e colageno que sao proteinas estruturais e funcionais sabidamente
expressas por fibroblastos. A positividade de expresséo para ambas as proteinas é
compativel com o que descreve a literatura’.

Determinadas quem sdo as células objeto de estudo, partimos para avaliar o
tempo de duplicagdo delas. Essa informacdo nos permitiu calcular o tempo de
exposicao dos fibroblastos a papaina na avaliacdo das modificagdes morfofuncionais
promovidas pela droga. O tempo de duplicacdo dos NHFs obtido foi 50+8h, o que é
compativel com os achados de literatura’. Assim, determinamos 48 horas como
tempo maximo de estimulo celular.

A etapa subsequente foi determinar o teor de pureza da papaina. E sabido que
a papaina utilizada habitualmente na industria é veiculada em pé e sua principal
utilizacdo é na industria alimentar. Entdo a determinacao desse percentual de pureza
teve influéncia direta na confeccéo da solucdo mae e todas as diluicbes necessarias
para a realizacdo dos ensaios celulares. O resultado obtido foi de um peso molecular
proximo a 23400 Daltons, peso este, compativel com o peso molecular citado na
literatura3®.

O resultado obtido foi de uma precipitacdo da papaina analisada para 0s nossos
ensaios em 23KDa. Como a massa molecular da papaina pura é de 23.400 Daltons
e um ponto isoelétrico de 9,5%. Consideramos esse farmaco como puro.

Uma vez conhecido seu grau de pureza passamos ao calculo da dose de
papaina para ensaios in vitro, utilizando-se como paramento a avaliacdo da viabilidade

celular por absorbancia do corante MTT.



a7

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, de
acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (Internacional Standard
Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer farmaco e, depois de comprovada a sua nao
toxicidade € que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade
realizando-se os ensaios necessarios em animais de laborat6rio”™.

O estudo da citotoxicidade € um passo inicial Gtil na determinacéo da toxicidade
potencial de uma substancia de teste, incluindo extratos de plantas ou composto
biologicamente ativos isolados de plantas. Toxicidade minima ou nenhuma é
essencial para o desenvolvimento bem-sucedido de uma preparacéo farmacéutica e,
a esse respeito, os estudos de toxicidade celular desempenham um papel crucial .

Para determinacdo de morte celular e, consequentemente a ICso do farmaco,
foram utilizadas diluicdes para as concentracdes 0,1%, 0,075% e 0,050% de papaina.
Nossos resultados demonstraram que o efeito citotoxico maximo (95%) ocorreu na
solucéo a 107 yM de papaina enquanto a ICso foi de aproximadamente 57uM para 24
horas e 87uM para 48 horas

Akila et al’® publicaram um estudo sobre a citotoxicidade da papaina na linhagem
de células de cancer de figado HepG2, utilizando o ensaio MTT e calculo do
percentual de viabilidade celular. Cocluindo que 1000 ug / ml de papaina tem efeito
citotoxico maximo (85%) contra a linhagem de células de cancer de figado hepG2.) E
a IC50 de 125ug / mL e sua porcentagem de viabilidade celular foi de 49,20. Apesar
de uma celula estudada ser diferente de fibroblastos de pele, esse estudo confirma
nossa escolha metodoldgica.

Em nossos ensaios de viabilidade celular houve reducdo no numero de células,

guando comparadas ao controle, em todos os pacientes e todas as concentragdes
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estudadas. Células estimuladas com papaina 0.05% mostraram viabilidade mais
proxima ao controle, porém em nenhuma situacdo foi observado aumento da
absorbancia que nos permitisse inferir aumento da viabilidade celular.

A Alfal-antitripsina, uma globulina humana, presente somente no tecido sadio
inativa as proteases, impedindo a degradacéo do tecido sdo*°. Dessa forma a papaina
age apenas no tecido necrético e desvitalizado, ndo interferindo na integridade do
tecido sdo’. In vitro, a papaina exerce efeito semelhante a enzima tripsina (efeito
tripsina like) que solta as células da superficie de cultivo dos frascos ou placas. Assim,
no teste de adeséo celular a superficie de cultivo, acrescentamos Alfa-1 antitripsina
as culturas para avaliar se a soltura das células de tal superficie se daria por clivagem
enzimatica ou consequente a morte celular.

Nesse ensaio houve desprendimento de todas as células em contato com
papaina, independentemente da concentracdo utilizada. Para afastar a possibilidade
de inativacdo imediata da Alfa-1 antitripsina pela papaina, adicionamos a Alfa-1
antitripsina a cultura celular 2 horas antes da papaina. Mesmo assim houve
desprendimento celular. Assim, como a Alfa-1 antitripsina ndo se mostrou efetiva na
inibicdo da soltura de fibroblastos da superficie de cultivo celular, optamos por seguir
0 ensaio de avaliacdo de metabolismo celular sem a adicéo dela.

Infelizmente ndo ha dados semelhantes descritos na literatura indexada com os
guais pudéssemos confrontar nossos resultados.

Na matriz dérmica ha essencialmente dois tipos de colageno: tipo | e colageno
tipo Ill, correspondendo respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% do total desta

proteina’. O tipo | é formado por duas cadeias a1 e uma cadeia a2, diferentes, quanto

a sequéncia de aminoéacidos. Apresenta diametro total de 1 a 20 um e esté localizado
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principalmente na derme reticular, a mais profunda da pele. Esses tipos de colageno
sdo sintetizados por fibroblastos!378.7°,

O colageno € o principal produto excretado pelos fibroblastos. A principal funcéo
do fibroblasto € sintetizar colageno e elastina, além de proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas, além de fatores de crescimento celular que
compde parte da matriz extracelular!®.

Avaliar a sintese dos tipos coladgenos € uma maneira de avaliar o metabolismo
desses fibroblastos.

Para o ensaio de metabolismo celular elegemos doses inferiores a ICsp,
utilizando, entdo, concentra¢cdes a 0,050%, 0,025% e 0,0125% dessa solucao.

N&ao houve alteracdo estatisticamente significativa, na sintese de colageno
guando comparada ao controle, independente da concentracdo de papaina ou do
tempo de exposicdo dos fibroblastos. O que sugere que a papaina nao modifica o
metabolismo celular das células estudadas. Nao ha na literatura indexada dados com
0S quais pudéssemos confrontar nossos resultados.

Estudos in vitro sobre a participacédo da papaina no processo de cicatrizacao de
feridas apontam para uma deficiéncia de padrdo, de formas e apresentacao para uso
do produto3.

Para exemplificar, Costa, KB® que estudou o efeito da papaina na formacéo e
degradacdo de matriz extracelular em cultura de fibroblastos humanos tratados com
papaina 1%, 2% e 10%, avaliando metaloproteinases MMP-1, MMP-3 e MMP-9 e
inibidores de metaloproteinases TIMP-1 e TIMP-2, apresentou resultados variados.
Porém, concluiu que células expostas a papaina 2% mostraram maior expressao de
MMPs, mas ndo de TIMPs, quando comparadas a outras concentracdes. Vale

ressaltar que a metodologia apresentada nao traz detalhes da construgdo das
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diferentes solucdes de papaina. Isso impossibilitou que pudéssemos usar tal estudo
como baliza em nosso estudo.

A falta de clareza metodoldgica foi um dificultante na escolha das concentracdes
de papaina a serem utilizadas em nossos ensaios. Ja nos primeiros experimentos
descobrimos que nado seria possivel fazer a transposicédo direta das doses clinicas
para os ensaios in vitro. Como alternativa, nos propusemos a calcular a ICso €, a partir
desse achado, encontrar as doses a serem testadas.

Tivemos muita dificuldade por ndo compreender se a papaina matava 0s
fibroblastos e por consequéncia eles se soltavam da superficie de cultivo ou se a
papaina soltava essa célula ainda viva e por consequéncia provocava sua morte.

N&o encontramos na literatura métodos de analise de mecanismos de morte
celular que pudessem ser utilizados em nossos ensaios in vitro.

Nossa principal constatacdo foi a de que a grande maioria dos estudos in vitro
relacionando papaina e cura da ferida é de baixa qualidade, segundo as escalas
internacionais de avaliacdo. Isso indica a necessidade de desenvolvimento de
pesquisas com maior rigor metodologico.

Acreditamos que os efeitos pro-inflamatorios, observados clinicamente que
auxiliam a cicatrizacdo de feridas cutaneas ndo se devam a estimulo direto sobre
fibroblastos presentes no leito dessas feridas. Mais estudos que tentem elucidar tais

mecanismos Sa0 necessarios.
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6. Conclusao

Papaina em concentracdes inferiores a ICsp, ndo sdo citotoxicas, porém nao
estimulam proliferacdo e/ou metabolismo celular em cultura de fibroblastos oriundos
de pele. Nao existe correlacdo direta entre doses de utilizagcéo clinica da papaina e
doses in vitro. Efeitos pré-cicatrizantes observados clinicamente ndo ocorrem a custa

de estimulo direto sobre fibroblastos.
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7. Anexos

7.1 Anexo A - Aprovacdo CONEP/CEP

4 o HOSPITAL DAS CLINICAS DA .
FACULDADE DE MEDICINA DA "M“w.
- USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparacdo da efetividade do uso tépico de papaina veiculada em gel nas
concentragbes de 4%, 6% e 8% como adjuvante no processo de cicatrizacao de
ulceras venosas cronicas

Pesquisador: Cesar Isaac

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 35417614.1.1001.0068

Instituigio Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA US P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 836.020
Data da Relatoria: 04/11/2014

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de uma avaliagdo clinica e laboratorial, para identificar a concentragio de papaina mais eficiente
como fator adjuvante no tratamento do leito de feridas complexas de origem venosa, em dois servigos -
HCFMUSP ( pablico) e Hospital Belo Horizonte (privado)

Objetivo da Pesguisa:

Comparar a efetividade do uso tdpico de papaina veiculada em gel nas concentragbes de 4%, 6% & 8%
como adjuvante no processo de cicatrizacio de dlceras venosas crdnicas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O participante podera apresentar desconforto com anestesia local, eventual dor e

possivel dolorimento no pds-operatdrio, que sera atendido pela equipe, se necessano.

O principal beneficio sera a promogao da cura das feridas cronicas dos individuos participantes
Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Sem comentarios adicionais

Consideracgbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Sem comentarios adicionais

Enderego: Rua Ovidio Fires de Campos, 235 5% andar

Balrro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Municipio: SA0 PALLO
Telefone: |11)2661-7585 Fax: (11)2661-T585 E-mall: ceppesqg.admiihc fm usp b

Fégina 01 ge 0
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T BE o e, Ry
-1 asil
g - USP - HCFMUSP

Continuagio do Parscar: 835,020

Recomendacgbes:

sem recomendacgdes adicionais

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Os pesquisadores atenderam e esclareceram o que foi solicitado no parecer anterior

Situacdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracbes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CHS n® 466/12 - cabe ao pesguisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final, c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a gualguer momento; d) manter em arguivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesguisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgio do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

540 PAULO, 17 de Qutubro de 2014

Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endersgo:  Ruas Ovidic Pires de Campos, 225 5 andar

Balrro: Cergueira Cesar CEP: n& 43010
UF: 5P Municipio: SAD FAULD
Telefone: (11)2RR1.T585 Fax: (11)2661-T585 Femail® rapqean admgihe fm sp b

Fégina 02 de {Z
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7.2 Anexo B-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes

submetidas a mastoplastia

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

LINOME ..ottt e et eee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ....ooovoivieeeeeeeereeeeeenene SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ........ [veorid ..

ENDERECO ....ooeeeeeeeeeeee ettt eeeee e, NI
APTO: oo, BAIRRO: ..ottt e e CIDADE
............................................................. CEP:.oooveeeeeveveveeveeeceseeeseesnnn. TELEFONE:
DDD (............ ) ettt

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:.......ovoveeeereeeseerreeseone. SEXO:MoF o
DATA NASCIMENTO. ......feveeeid.....

=N )= =100 HA TS NP
................... J\=3 0 LI - V.| =] =10 RSSO
CIDADE: .ot (o] =1=H
TELEFONE: DDD (........... ST

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA.” Comparacio da efetividade do uso
topico de papaina veiculada em gel nas concentracfes de 4%, 6% e 8% como
adjuvante no processo de cicatrizacdo de Ulceras venosas cronicas”.

2. PESQUISADOR: Dr Cesar Isaac (cargo/funcédo: Pesquisador Responsavel, Médico,
responsavel pelo Laboratério de Pesquisas em Cultura Celular e Feridas Cutaneas -
Divisdo de Cirurgia Plastica (LIM04) HC-FMUSP e professor colaborador da Disciplina
de Cirurgia Plastica da FMUSP, CRM SP: 56.601, Mario Mucio Maia de Medeiros
(cargo/funcédo: Pesquisador Executante, médico, doutorando em Ciéncias pela
Universidade de Sao Paulo, CRM-MG: 37.289).

3. AVALIA(;AO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO
4. DURACAO DA PESQUISA: 36 meses
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Rubricas: Representante legal:
Pesquisador:

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP.

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo, que visa testar um novo material de curativo para o tratamento de feridas
cronicas de pacientes portadores de insuficiéncia venosa. Como vocé decidiu se
submeter a uma cirurgia de mastoplastia com finalidade estética gostariamos de
solicitar a doacao da pele retirada, que, nesses casos, € geralmente desprezada,
porém, pode ter utilidade em estudos como 0 nosso que visa a obtencao de células
da pele para testar no laboratério a acdo da substancia. Somente a pele que seria
descartada na sua cirurgia sera recolhida e utilizada na pesquisa. Ndo havera
nenhuma alteracéo no procedimento cirargico da mamoplastia, que sera realizado da
forma proposta pelo seu cirurgido. Nenhum desconforto ou risco é possivel uma vez
gue nada se altera na cirurgia. Apenas o destino da pele retirada sera modificado.
Neste projeto ndo havera beneficio direto para o participante, pois se trata de estudo
experimental para avaliar o comportamento das células presentes na pele do corpo
humano. O beneficio esperado com o estudo serd o maior conhecimento da acéo de
particulas emissoras de radiacao infravermelha longa sobre tais células. Dessa forma,
essas informacdes poderdo auxiliar os profissionais de saude a conhecerem melhor
essas particulas e utiliza-las para melhorar a assisténcia prestada no tratamento de
feridas. Caso vocé deseje e autorize doacdo do excedente de pele, necessitamos
assine esse termo de consentimento livre e esclarecido. Nenhum outro
procedimento em vocé serd realizado. A pesquisa sera realizada em laborat6rio com
o excedente de pele que vocé doou. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas. Dr. Cesar Isaac e Mario Macio Maia de Medeiros, poderdo ser encontrados
no Laboratério de Cultura de Células do LIM dentro da Faculdade de Medicina da USP
localizado na Av. Dr. Arnaldo, 455 —sala 1216, Cerqueira César, Telefones: 11 3062-
0415. Caso tenha alguma consideracao ou davida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —Rua Ovidio Pires de Campos,
225 —-5° andar —tel.: 2661-6442 ramais 17,18 ou 20,FAX: 2661-6442 ramal
26 —E-mail: cappesg@hcnet.usp.br . E garantida a liberdade da retirada de
consentimento a qualguer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo a continuidade do seu tratamento na Instituicdo; as informacgdes obtidas seréo
analisadas em conjunto com a de outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificacdo de nenhum paciente;

Rubricas:

Representante legal:
Pesquisador:

Vocé possui o0 direito de se manter atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores; ndo ha
despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacédo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Os pesquisadores se
comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
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foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “Comparacéo da efetividade do uso
tépico de papaina veiculada em gel nas concentracbes de 4%, 6% e 8% como
adjuvante no processo de cicatrizagdo de Ulceras venosas cronicas”. Eu discuti com
um dos pesquisadores (Mario Macio Maia de Medeiros, Dr. Cesar Isaac sobre a minha
decisdo em consentir minha participacdo nesse estudo. Ficaram claros para mim
guais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que a participacdo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no atendimento neste Servico.

Assinatura do representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha
Data / /

(Para casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual). Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a
participacédo neste estudo.

Assinatura do pesquisador Data / /
(carimbo ou letra legivel)

7.3 Anexo C - Termo de doacao de tecidos / células — in vivo



1 BANCO DE TECIDOS ICHC
Laboratoério de Investigacio Médica — LIM 04 - FMUSP.

TERMO DE DOACAO DE TECIDOS / CELULAS — IN VIVO
Eu
Nascida (o) em / / portadora do RG no.
CIC no. 5 residente e domiciliada a Rua
Cidade Estado CEP: ]
Telefone () estando no juizo de minhas atribuigdes, APOS ESCLARECIMENTOS
feitos pela equipe médica acerca da necessidade da retirada de

como parte integrante do ato cirurgico ao qual serei
submetido(a) e do destino dado normalmente a este tecido .

ACEITO: doar, gratuitamente, este tecido e/ou seus componentes para finalidade de pesquisas, atuais e
futuras de técnicas em ciéncias da saude e biotecnologia, para cultivo e crioconservagdo de células, para
transplante autégeno ou alégeno (todo ou partes) a receptor, ou para outro destino que o Banco de Tecidos
do Instituto Central do Hospital das Clinicas ou o Laboratério de Investigagdo Médica LIM 04 — FMUSP,
venha a considerar de interesse cientifico ou terapéutico. Autorizo o armazenamento e distribui¢do destes
tecidos ou células por tempo indeterminado.

Entendo que o procedimento cirtirgico e tratamentos complementares dispensados pela equipe médica e para
médica NAO serdio modificados em caso de aceite ou recusa desta solicitagdo para a doag@o.

ASSINATURA DO (A) DOADOR(A):

Sdo Paulo, de de 200

1" Testemunha: Nome
RG.: Ass.:

2’ Testemunha: Nome
RG.: Ass.:

COLAR ETIQUETA DO DOADOR
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