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Cicatrizacao de feridas contaminadas
tratadas com papaina-

Healing in contaminated wounds treated with papain

Lacy Cardos de Brito Junior!, Pollyanna de Lucena Ferreira?

RESUMO

Introducao: A papaina, uma enzima de origem vegetal, ha muito é utilizada como alternativa para o
tratamento de feridas associadas a processos infecciosos exuberantes, devido aos seus efeitos antiin-
flamatdrios e cicatrizantes. Objetivos: Estudar os aspectos histoldgicos da cicatrizagéo de feridas con-
taminadas tratadas com papaina. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar (n=18), machos, adultos, que
passaram por procedimento cirtrgico para a retirada de uma seg¢éo quadrada de pele da regido cervical
dos mesmos, e que foram divididos em dois grupos: Grupo | - Controle (n=9), contaminados com S.
aureus e sem tratamento; e Grupo Il — Tratado (n=9), contaminados com S. aureus e tratados com
solucdes de papaina de 10%, 6% e 4%, de acordo com as caracteristicas das lesdes. A andlise histolo-
gica das areas lesadas, coradas com Hematoxilina-eosina, foi realizada com 7, 14 e 21 dias. Resulta-
dos: Verificamos que a papaina auxiliou na modulagéo do processo inflamatério; formagéo e amadure-
cimento do tecido de granulagédo; organizagdo das fibras colagenas; e aceleracao da proliferagéo e
organizagao da epiderme em feridas contaminadas, em todos os dias estudados. Conclus6es: Nossos
dados reforgam e complementam pesquisas que relacionam os efeitos cicatrizantes da papaina sobre
feridas contaminadas.

Palavras-Chaves: Cicatrizacao de Feridas; Papaina; Ulcera; Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Introduction: Papain, an enzyme of vegetal origin, is widely used for the treatment of wounds, especially
because of its anti-inflammatory and healing properties. Objectives: Study the histology of healing of
wounds treated with papaine solutions Methods: A square section of skin was surgically removed from
the cervical region of adult-male Wistar rats (n=18), which were divided into two groups: Group | - Control
(n=9), contaminated with S. aureus and untreated; and Group Il — Treated (n=9) contaminated with S.
aureus and treated with 10, 6 and 4% papain solutions, according to the macroscopic morphological
characteristics of the lesions. A histological analysis was made of the lesions, stained with hematoxilin
and eosin and with Masson’s trichrome, at 7, 14 and 21 days. Results: The papain aided in the modula-
tion of the inflammatory process, in the formation and maturation of the granulation tissue, and in the
organization of the collagenous fibers; accelerating the proliferation and organization of the epidermis at
the wounds throughout the healing process. Conclusions: Our data reinforce and complement previous
research that details the healing effects of papain on contaminated wounds.

Keywords: Wound Healing; Papain; Ulcer; Staphylococcus aureus.
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Introdugao

A papaina é uma enzima proteolitica complexa
de origem vegetal extraida do latex do mamao (carica
papaya), que vem sendo utilizada nas ultimas déca-
das por varios pesquisadores em estudos, tanto a par-
tir da forma bruta como liofilizada, para o auxilio dos
processos de cicatrizacdo tecidual, em fungdo do seu
poder acelerador de crescimento tecidual, bacterici-
da, bacteriostatico e debridante de tecidos necrosados,
desvitalizados e infectados.!"?

Os poderes de debridamento quimico, bacteri-
cida e bacteriostatico, induzidos pela papaina tém sido
exatamente alguns dos fatores responsdveis para que
profissionais de satide no Brasil optem pela utiliza-
¢do desta enzima como recurso curativo em todas as
fases do processo de cicatrizacao de feridas de diver-
sas patologias cronicas, como o “pé diabético”, a in-
suficiéncia circulatéria venosa ou arterial, as dlceras
de dectubito e até em algumas patologias visce-
rais.>3%11.23 Qutros fatores como seu baixo custo,
pouco, ou nenhum, efeito colateral, facilidade de apli-
cagdo e sua agdo similar a de debridantes quimicos
autoliticos, porém, com maior seletividade e eficdcia
na lise especifica dos tecidos mortos também falam
em favor do seu uso.%%-12.21.23

A indicacdo da utilizagdo de solugdes de pa-
paina, em vdrias concentracdes, durante todas as fa-
ses do processo de cicatrizacdo de feridas, entretan-
to, é dependente das caracteristicas de cada fase em
que se encontra a lesdo. Assim, em casos de feridas
secas ou com tecido de granulagdo a indicagdo na li-
teratura é de que as concentracOes de papaina devem
variar de 2% e 4%; quando da presenca de exsudato
purulento e/ou infecgdes, estas concentragdes devem
variar de 4% a 6%; e quando da presenca de tecido
necrético abundante recomenda-se a utilizacdo de
papaina na concentra¢do de 10%.!0:13:1423.24

A presenga, entretanto, de exsudato inflamat6-
rio infeccioso, associado a agentes bacterianos como
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Sta-
phylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Esche-
richia coli, oriundos da flora bacteriana normal do
hospedeiro humano, e do ambiente hospitalar sdo, por
sua vez, alguns dos principais interferentes do pro-
cesso de cicatrizag@o tecidual!4!3-16:17:22,

O objetivo deste trabalho, entdo, foi estudar os
aspectos histolégicos da cicatrizagdo tecidual de feri-
das sépticas experimentais, contaminadas com Sta-
phylococcus aureus, apds o tratamento com solucdes
de papaina.
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Material e Métodos

Animais de experimentacao

Foram utilizados 18 ratos (Wistar), machos,
com pesos entre 200 a 250g; oriundos do Biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), distribuidos
ao acaso em gaiolas individuais com livre acesso a
dgua e dieta padrdo, conforme a descri¢ao dos seguin-
tes grupos experimentais, apds aprovaciao no comité
de ética animal (Parecer n® 132.291) deste ICB: Gru-
po I (Controle), formado por animais que passaram
por procedimento cirdrgico, contaminagdo da lesio
com S. aureus e que nio receberam nenhum tipo de
tratamento (n=9); e Grupo II (Tratado), formado por
animais que passaram também por procedimento ci-
rirgico, contaminagdo da lesdo com S. aureus e que
receberam tratamento com solugdes de concentracdes
variadas de papaina (n=9).

Bactérias

Foram utilizadas bactérias vidveis de Staphylo-
coccus aureus, isoladas a partir de material bioldgico
de pacientes atendidos em um Laboratério de Patolo-
gia Clinica, identificadas (bionumeradas) através de
método automatico VITEK 60 no Setor de Bacterio-
logia do referido laboratério, cultivo em meio Agar
Cled por 24 horas a 37 °C, e posterior repique das
coldnias para tubos contendo 4 ml de caldo Casoy
estéril; para separacdo dos grumos por agitacao me-
canica, e ressuspensdo em 2ml de caldo Casoy estéril
na concentragio de 1,5 x 10® células/ml. Com esta
concentra¢do determinada por método colorimétrico
em leitor VITEK colorimeter (product n® 52-1210).

Para a determinacdo da viabilidade das coloni-
as nas solucdes ajustadas (1,5 x 10® células/ml) utili-
zou-se a retirada de um volume de 0,001ml com alca
de platina calibrada, repique em trés placas de Petri
contendo meio Agar Cled e incubagio destas em es-
tufa a 37°c por 24 horas. Sendo o teste de viabilidade
positivo quando se obtinha 83% de crescimento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Procedimento Cirurgico

Todos os animais foram anestesiados com 100
ml quetamine Kg/peso (i.p.), imobilizados em deci-
bito ventral, realizada a tricotomia da regido dorsal
(1,5 cm abaixo do pavilhao auricular na regido cervi-
cal), assepsia da mesma com dlcool a 70% e posterior
procedimento cirtirgico com bisturi, para a retirada
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de uma se¢do quadrada de pele de aproximadamente
1,5 cm X 1,5 cm no sentido cranio-caudal.

Em seguida a exposi¢do da fascia muscular
procedeu-se a contaminacgdo destas dreas cirdrgicas
com um volume de 1ml por animal de solucdo bacte-
riana de S. aureus ajustada para 1,5 x 10® células/ml,
por meio do gotejamento desta solug¢do sobre a drea
lesada, de cada animal, com o auxilio de uma seringa
estéril de Sml.

Cessados os efeitos da anestesia os animais
foram colocados em gaiolas individuais, com alimen-
tacdo e dgua ad libidum.

Preparacao da solucao de Papaina

Foi utilizada papaina liofilizada 6.000UI/MG,
certificada, proveniente da India (Lote de fabricagio
EX(C280212); diluida em tubos do tipo Falcon esté-
reis contendo 50 ml de dgua destilada deionizada para
obtencio de solucdes nas concentracdes de 4% (2g/
50ml), 6% (3g/50ml) e 10% (5g/50ml).

Tratamento das LesoOes

Todos os animais do Grupo II foram tratados,
uma vez ao dia, com solugdes de papaina a 10% (nos
7 primeiros dias), 6% (do 8* dia ao 14° dia) e 4% (do
15° até 0 21° dia), sem a necessidade de cobertura de
gazes, e de acordo com as caracteristicas ( presenca
de tecido necrosado, crosta hemato-fibrinosa, processo
inflamatdrio, tecido de granulacio ou reepitelizacao)
de cada periodo evolutivo das lesdes.

Sacrificios dos animais

Todos os animais dos Grupos I (ndo-tratados)
e Grupo II (tratados) foram sacrificados, através de
anestesia com 350 ml quetamine Kg/peso (i.p.) € pos-
terior deslocamento cervical, com 07, 14, e 21 dias,
para posterior avaliacdo histolégica dos processos de
cicatrizagdo tecidual de acordo com o tratamento ado-
tado.

Estudo histolégico

Todas as areas das lesdes foram retiradas, rea-
lizada a fixacdo do material em formol tamponado a
10% por 6 horas, seguido de desidratagdo do material
em dalcool a 70%, e posterior processamento
histolégico padrdo do material, para confec¢do de
cortes histolégicos de Sm de espessura e coloragdo
deste material com Hematoxilina-eosina (H&E) e
tricromico de Masson. A avaliacdo histolégica foi re-
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alizada em microscopia de luz comum, a partir de
estudo “duplo cego” de todos os fragmentos dos 18
animais estudados.

Estudo histométrico

Todas as lesoes, coradas com Hematoxilina-
eosina (H&E) e tricromico de Masson, foram anali-
sadas quanto a quantidade de leucdcitos e fibroblastos
em microscopia de luz comum com a utilizacio de
ocular reticulada de 25 pontos acoplada a objetiva
com aumento de 100 vezes.

Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados histométricos
foi realizada através andlise descritiva e de variancia
através do ANOVA para dois parametros com pos-
hoc Bonforroni utilizando-se o programa BioEstat 5.0,
com o nivel de significancia sendo de 5% (P< 0.05).

Resultados

Neste estudo foi observado,
macroscopicamente, que as lesdes teciduais experi-
mentais contaminadas, induzidas por procedimento
cirdrgico e infectadas com S. aureus, nos Grupos |
(controle ndo tratado) e Grupo II (tratados com pa-
paina), obedeceram a mesma seqiiéncia de eventos
de cicatrizagdo dependentes do tempo como: forma-
¢do e aumento da espessura da crosta hemato-
fibrinosa, presenca de secrecao purulenta, aproxima-
¢do das bordas da lesdo e descolamento da crosta
hemato-fibrinosa; além de reepitelizagdo da édrea le-
sada.

Microscopicamente, entretanto, observou-se
que nos animais do Grupo II, tratados com papaina a
10% por 07 dias, as lesdes caracterizaram-se pela pre-
senca de moderado exsudato inflamatério
mononuclear e necrose tecidual, préximo a borda da
lesdo; tecido de granulacdo frouxo, composto por
moderadas quantidades de fibroblastos e fibras
coldgenas; e poucos vasos neoformados (Figuras 1B).
Enquanto que nos animais do Grupo I (controle ndo
tratados), para o mesmo periodo, observou-se a pre-
senca de abundante exsudato inflamatdério
mononuclear e necrose tecidual préximo as bordas
da lesdo; e tecido de granulacdo abundante e desor-
ganizado, composto por grandes quantidades de
fibroblastos, fibras coldgenas e vasos neoformados
(Figuras 1?).
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Figura 1. Fotomicrografias de feridas experimentais sépticas, de dorso de ratos Wistar, ndo tratadas (Grupo I) com 7 (A), 14 (C) e 21
(E e G) dias. A. Abundante exsudato inflamatério (seta) e tecido de granulagdo desorganizado composto por fibroblastos e vasos
neoformados (seta), com 07 dias (10x). C. Presencga de pequenos abscessos (seta), tecido de granulagéo exuberante e desorganizado;
e infiltrado inflamatdrio mononuclear difuso (seta), com 14 dias (10x). E e G. Presenca de abscesso (seta) abaixo da epiderme; e
tecido de granulagdo exuberante (seta), com 21 dias (40x). E fotomicrografias de feridas experimentais contaminadas (Grupo 1), de
dorso de ratos Wistar, tratadas com solucdes de papaina (10%, 6% e 4%), com 7 (B), 14 (D) e 21 (F e G) dias. B. Presenca de
abundante exsudato inflamatdrio (seta) (10x); e tecido de granulagdo desorganizado, com 7 dias (10x). D. Presenga de exuberante
proliferagdo de células da epiderme (seta); e tecido de granulagcdo organizado, com fibroblastos e vasos neoformados (seta), e
reducéo do infiltrado inflamatério, com 14 dias (10x). F e H. Presenga de epiderme totalmente reconstituida (seta) (10x), e tecido

conjuntivo denso organizado (setas) (40x), com 21 dias.

Com 14 dias, observou-se que nos animais tra-
tados com papaina a 6% (Grupo II) as lesdes caracte-
rizaram-se por tecido de granulacdo exuberante, for-
mado por tecido conjuntivo denso, com abundante
quantidade de fibroblastos e matriz coldgeno (orga-
nizada), e discreta neovascularizag¢ido; além de
infiltrado inflamatério mononuclear difuso e prolife-
racdo de células da camada germinativa da epiderme
(Figura 1D). Porém, nos animais do Grupo I (contro-

le ndo tratados), para o mesmo periodo, as lesdes ca-
racterizaram-se pela presenca de tecido de granula-
¢do exuberante e desorganizado, composto por
fibroblastos e matriz coldgeno, e neovascularizacio
moderada; infiltrado inflamatdério mononuclear difuso
formando pequenos abscessos; e proliferacao de cé-
lulas da camada germinativa da epiderme (Figura 1C).

No 21° dia observou-se que nas lesdes dos ani-
mais tratados com papaina a 4% (Grupo II), ocorreu a
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substitui¢do total do tecido de granulagdo por tecido
conjuntivo denso, com organizacdo da matriz colage-
no, e diminuicdo e amadurecimento dos vasos
neoformados; além de epiderme totalmente
reconstituida (Figuras 1F e 1H). Enquanto que no
Grupo I (controle sem tratamento), para 0 mesmo
periodo, observou-se a presenga de: (1) abscesso pu-
rulento abaixo da epiderme, e (2) tecido de granula-
¢do exuberante, composto por matriz colageno desor-
ganizada, fibroblastos e presenca de vasos
neoformados maduros. Além de epiderme totalmente
reconstituida (Figura 1E e 1G).

Os Resultados histométricos obtidos em mi-
croscopia de luz comum de ambos os grupos estdo
dispostos nas Tabelas 1 e 2.
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A papaina € uma substancia muito utilizada no
auxilio do tratamento de processos de cicatrizagdo de
lesdes teciduais ulcerativas, associadas ou nio a pro-
cessos infecciosos, principalmente por acelerar o pro-
cesso cicatricial tecidual?6.7:%-10.12,13,14.21,23.24 "Tadavia,
poucos sdo os estudos experimentais, na literatura,
que demonstram de forma clara as a¢des da papaina
sobre o tecido inflamado e de granula¢do, com ou sem
a presenca de agentes infecciosos, durante o proces-
so de cicatrizag@o tecidual 2%,

Neste estudo experimental tentou-se verificar
a eficiéncia do tratamento com vdrias concentracdes
de solugdes de papaina sobre feridas cirtirgicas con-
taminadas experimentalmente com Staphylococcus
aureus. Para tanto se observou que o tratamento com

Tabela 1: Quantidade de leucdécitos observados nas varias fases de cicatrizagao tecidual dos animais dos

grupos controle (1) e tratados (l1).

7° dia* 142 dia* 21¢ dia*
| I | I | I
65 60 36 17 7 3
67 61 41 15 6 2
69 59 37 19 5 2
62 57 38 18 7 1
64 63 39 16 8 3
Média 65,4 60 38,2 17 6,6 2,2
Desvio Padrao 2,701 2,236 1,923 1,581 1,140 0,836

*p<0.05

Tabela 2. Quantidade de fibroblastos observados nas varias fases de cicatrizagao tecidual dos animais dos

grupos controle (1) e tratados ().

72 dia* 142 dia* 212 dia*
**| N **| * | I
105 87 83 108 51 37
107 79 84 109 56 39
103 85 86 110 53 35
109 82 82 104 55 33
108 91 87 111 52 30
Média 106,4 84,8 84,4 108,4 53,4 34,8
Desv. Padrao 2,408 4,604 2,073 2,701 2,073 3,492

*p<0.05/*p>0.05
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solu¢do de papaina a 10%, nestas condicdes, foi efe-
tivo na fase inflamatdria do processo de cicatrizagdo
tecidual séptica, contribuindo de forma importante
para a diminuicdo do exsudato inflamatdrio, auxili-
ando na lise dos restos necréticos e manutengdo do
controle da infeccido, em comparagcdo com 0 grupo
controle. Este fato é corroborado por outros autores
na literatura com estudos clinicos em humanos para
lesBes sépticas?368910.1L12,14,15,16,17.18,19.25,

A utilizag¢do de solugdes de papaina a 10% e
6% mostrou-se efetiva para o desenvolvimento da fase
de fibroplasia, com o auxilio na formacdo do tecido
de granulacdo denso e remodelagem tecidual, abun-
dante quantidade de fibroblastos e matriz colageno, e
discreta neovascularizagdo; além de proliferacdo de
células da camada germinativa da epiderme, sem a
formacdo de abscessos, em comparacdo com o grupo
controle. Dados semelhantes aos observados com es-
tudos clinicos na literatura também mostraram que,
nestas concentragdes de uso da papaina, acontece uma
aceleracdo na transformac@o da fase proliferativa para
a fase maturativa do processo de cicatrizagdo com
organizagdo espacial das fibras coldgeno e consequen-
te diminui¢do da neovascularizagdo e remodelagdo do
tecido®8:9:10.11,12,14,192021,24

O uso de solucdes de papaina a 4%, do 15° até
0 21°dia de tratamento, nos animais deste grupo (Gru-
po II) sugeriu que o processo de cicatrizac¢ao tecidual
foi mais efetivo que o observado no Grupo I (contro-
le) com a cessacdo do processo inflamatério, total
substitui¢do do tecido de granulagdo por tecido con-
juntivo denso, diminui¢do e amadurecimento dos va-
sos neoformados; além de reconstitui¢do total das
camadas da epiderme. Diferentemente do observado
no grupo controle.

O presente estudo sugere, entdo, e em acordo
com a literatura®36.78:9-10.1L12141516.19.2021.23.24 " qye
antes de se iniciar qualquer tratamento de lesdes con-
taminadas, com solucdes de papaina, deve-se levar em
consideracgdo a fase em que se encontra a lesdo, o tipo
e as caracteristicas individuais de cada uma destas.

Estes dados sdo semelhantes ainda aos resulta-
dos microscGpicos obtidos por Sanchez et al.” em seus
estudos com animais tratados com papaina a 2%,
exceto pelo fato de que estes autores observaram que,
com 07 dias de anélise houve a manuten¢do da crosta
hemato-fibrinosa e, com 21 dias o tecido de granula-
¢do erarico em fibras coldgenas menos organizado; o
que difere dos dados observados no presente estudo
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possivelmente em funcdo na variagdo da concentra-
¢do de papaina adotada.

Na bibliografia Norte-Americana, entretanto,
o uso da papaina isoladamente é considerado pouco
efetivo. De tal modo que se admite que a papaina te-
nha suas acdes debridantes e cicatrizantes mais efeti-
vas, quando em associacdo com um agente ativador
(Uréia) 7. No entanto, isto ndo tem sido evidenciado
em experiéncias clinicas no Brasil?3689:10.1L12.18.19

Ressalta-se, ainda, a importancia da contribui-
cdo cientifica deste estudo experimental para o en-
tendimento da acdo da papaina nos processos de ci-
catrizagdo de lesdes contaminadas, visto a caréncia
de artigos cientificos atuais tratando deste assunto na
literatura. Ainda assim, porém, mais estudos clinicos
controlados em humanos devem ser conduzidos para
determinar o papel terapéutico da papai-
na*>-67810.1L12.14.17.23.25 frente aos demais métodos de
cicatrizag@o de lesdes contaminadas hoje disponiveis.

Conclusao

Nosso estudo sugere que a utilizagdo da papai-
na em concentracdes diferentes, conforme a fase em
que se encontra uma lesdo tecidual contaminada, pode
auxiliar de forma positiva para o debridamento da
lesdo, reducdo do tempo de permanéncia da crosta
hemato-fibrinosa e redu¢do do tempo de neoformacao
da epiderme com reorganizagdo da derme durante o
processo de cicatrizagdo tecidual.
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