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Resumen

OBJETIVOS: A papaina, uma enzima de origem vegetal, vem sendo bastante utilizada por profissionais de salde como alternativa para o tratamento
de feridas, principalmente por seus efeitos antiinflamatérios e cicatrizantes. Assim, nosso objetivo foi estudar, os aspectos morfol6gicos da cicatrizacao
de lesdes ulcerativas assépticas tratadas com solugdes de papaina.

METODOS E RESULTADOS: Foram utilizados ratos Wistar (n=18), machos, adultos, que passarem por procedimento cirurgico para a retirada de uma
secdo quadrada de pele da regi@o cervical dos mesmos, e posterior divisdo destes em dois grupos: Grupo | - Controle (n=9), sem tratamento; e Grupo Il
— Tratados (n=9) com solu¢des de papaina de 10% (até o 7° dia), 6% (do 8° ao 14° dia) e 4% (do 15° ao 21° dia). A analise morfol 6gica foi realizada
ap6s a retirada das areas lesadas com 7, 14 e 21 dias, para posterior processamento histol 6gico e coloracdo com Hematoxilina-eosina (H&E) e
tricromico de Masson. Como resultados verificamos que a papaina auxiliou na modulacdo do processo inflamat6rio; formacdo e amadurecimento do
tecido de granula ¢éo, e organizacdo das fibras colageno; e acelerando a proliferagdo e organizacéo da epiderme nas lesdes ulcerativas em todos os
dias estudados, em compara ¢do com o grupo controle néo tratado.

CONCLUSOES: Nossos dados reforcam e complementam pesquisas que relacionam os efeitos cicatrizantes benéficos da acdo da papaina sobre
lesBes ulcerativas principalmente por facilitar a organizagéo do tecido de granulacéo, e possivelmente por modular a resposta inflamatéria. No entanto,
0 mecanismo exato desta a¢do da papaina sobre tecidos ndo infectados ainda depende de mais estudos.

Introduccion

Os processos de cicatrizagdo tecidual, essenciais para a sobrevivéncia dos seres vivos, de um modo geral, sdo fendmenos
que podem ser divididos didaticamente em quatro fases: (1) uma fase de Coagulacdo, de inicio imediato logo ap6és o trauma,
caracterizada pela formag¢do de um tampdo hemostéatico priméario (crosta hemato-fibrinosa), formado por plaquetas, ativac¢do dos
fatores da coagulacdo e liberacdo de mediadores quimicos soluveis, responsaveis pelo desencadeamento dos estagios subsequentes;
(2) uma fase inflamatéria, responséavel por alteragbes vasculares e influxo de células inflamatérias (polimorfonucleares, macr 6fago e
linfécito) para o sitio da lesdo; (3) uma fase de proliferacdo, caracterizada pela proliferacdo de células endoteliais de pequenos vasos
sanguineos (angiogénese), fibroblastos e producdo de matriz colageno, responsaveis pela formagédo do tecido de granulacéo, e inicio
da proliferacdo de células epiteliais das camadas basais; e (4) uma fase reparadora, respons avel pela remodelagem tecidual, com a
substituicdo do tecido de granula ¢cado por tecido conjuntivo denso, e a recomposigado celular da epiderme (GONCALVES & PARIZOTTO,

1998; PEREIRA, 2002; STEVENS, 2000; ROBINS et al; 2005).

Os processos de cicatrizagdo, porém, s6 se tornam completos depois que tenha sido devidamente controlada a resposta
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inflamatodria, e removidos os detritos necréticos de maneira suficiente para permitir o crescimento do tecido de granulacgéo.
Assim, a utilizacdo da papaina é indicada em todas as fases do processo de cicatrizagcdo de feridas sempre que o organismo ndo
consegue eliminar estes interferentes teciduais (GONCALVES & PARIZOTTO, 1998; PEREIRA, 2002; MANDELBAUM et al, 2003;

MONETA, 1998; ROGENSKI et al., 1998; SANCHEZ NETO et al., 1993; ROGENSKI et al., 1995; JORGE & DANTAS, 2003).

A papaina, uma enzima proteolitica de origem vegetal, que tem a sua molécula constituida por 17 aminoacidos diferentes,
com massa molecular relativa de 20900U, e apresentacdo comercialmente sob a forma liofilizada, tem como principais fatores
adversos a sua inativa ao contato com agentes oxidantes, ferro, e a longos periodos de exposi¢cdo ao ar; e como efeitos benéficos de
sua utilizagdo as suas agbes debridante, antiinflamatoéria, bactericida e bacteriostatica, e aceleradora e modeladora do tecido de
granulacdo e dos processos de cicatrizacédo tecidual, reduzindo a formagdo de queldides. Além de poucos efeitos colaterais, a papaina
tem a sua utilizacdo associada aos baixos custos operacionais (CANDIDO, 2001; FONSECA et al., 2004; MANDELBAUM et al., 2003;
MONETTA,1990; MONETA, 1998; SANCHEZ NETO et al., 1993; WISEMAN, 1990; STORER & MENARD, 1994; MONETA 1992; JORGE &
DANTAS, 2003).

A utilizacdo da papaina, por ém, depende antes de tudo da determinacdo da concentragdo de uso desta enzima que devera
ser empregada em cada caso, visto que a determinacédo destas concentracdes depende das caracteristicas da lesdo. Assim, feridas
secas ou com tecido de granulacdo as concentracdes de papaina podem variar entre 2 e 4%; quando da presenca de exsudato
purulento e/ou infecgdes, as concentragdes de papaina podem variar entre 4 a 6%; e quando houver a preseng¢a de tecido necrético
abundante recomenda-se a utilizacdo de papaina na concentracdo de 10% (MANDELBAUM et al, 2003; UDOD e STOROJUK, 1981;
MONETTA,1990; MONETA, 1998; ROGENSKI et al., 1998; SANCHEZ NETO et al., 1993; WISEMAN, 1990; STORER & MENARD, 1994;

MONETA 1992; ROGENSKI et al., 1995; NAGAPETYAN et al., 1986; MASINI e CALAMO, 1986; JORGE & DANTAS, 2003).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo analisar de forma experimental os aspectos morfolégicos da cicatriza ¢do

de lesdes ulcerativas assépticas tratadas com solucdes de papaina em concentrac¢des variadas conforme as caracteristicas das lesdes.

Material y Métodos

Animais de experimentacéo.

Foram utilizados 18 ratos (Wistar), machos, adultos, oriundos do Biotério do Centro de Ciéncias Biolégica da UFPA, com peso entre 200 a
250g; distribuidos ao acaso em gaiolas individuais com livre acesso & agua e dieta padréo, conforme a descricdo dos seguintes grupos experimentais.
Grupo | (Controle), formado por animais que passaram por procedimento cirirgico e ndo receberam nenhum tipo de tratamento (n= 9). Grupo Il

(Tratado), formado por animais que passaram por procedimento cirirgico, e foram tratados com papaina (n=9).

Procedimento Cirargico.

Todos os animais foram anestesiados com quetamine Kg/peso (i.p.), imobilizados em decubito ventral, realizada a tricotomia da regido dorsal
(1,5 cm abaixo do pavilh & auricular na regi&o cervical), anti -sepsia da mesma com alcool a 70%, e posterior procedimento cirdrgico com bisturi, para a
retirada de uma segdo quadrada de pele de aproximadamente 1,5 cm X 1,5 cm, do dorso dos animais, no sentido cranio-caudal, com exposi¢do da

fascia muscular. Cessados os efeitos da anestesia os animais foram colocados em gaiolas individuais, com alimentagéo e agua ad libidum.

Preparacgdo da solugdo de Papaina.

Foi utilizado papaina liofilizada 6.000UI/MG, proveniente da india (Lote de fabricagdo EXC280212), Certificada pela Empresa ELY MARTINS
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de Ribeirdo Preito-SP; diluida em tubos do tipo Falcon estéreis contendo 50 ml de 4gua destilada deionizada para obtencéo de solugdes nas

concentra ¢des de 4% (2g/50ml), 6% (3g/50ml) e 10% (5g/50ml).

Tratamento das Lesdes.

Todos os animais do Grupo Il foram tratados, uma vez ao dia, com solucédo de papaina a 10% nos primeiros 07 dias de tratamento; com
solu¢édo de papaina a 6% do 82 dia ao 14° dia; e com solucédo de papaina a 4% do 15° até o 21° dia. Com todo o tratamento tendo sido realizado sem a
necessidade cobertura de gazes ou qualquer outro produto sobre as feridas; e com a determinacdo da solugdo de papaina a ser administrada definida
de acordo com os critérios utilizados para avaliar a evolu ¢do das lesdes, no decorrer do tratamento, como a observacdo da presenca ou néo de tecido
necrosado, crosta hemato-fibrinosa, processo inflamatério, tecido de granulagéo, aproximagdo das bordas da leséo, e do tempo de cicatrizagdo total da

lesdo.

Sacrificios dos animais.
Todos os animais foram sacrificados, através anestesia com quetamine Kg/peso (i.p.) e posterior deslocamento cervical, com 07, 14, e 21
dias pos-tratamento (GRUPO Il), ou pés-cirirgico (GRUPO 1), para posterior avaliacéo do processo de cicatrizagédo tecidual de acordo com o tratamento

adotado.

Estudo histol 6gico.
Todas as areas das lesdes foram retiradas, realizada a fixacdo do material em formol tamponado a 10% por 6 horas, seguida de desidratacao
em dlcool a 70%, e posterior processamento histolégico do material com coloracdo com Hematoxilina-eosina (H&E) e tricr mico de Masson. Para

posterior avaliagdo histolégica em microscopia de luz comum.

Resultados

Neste estudo foi observado, macroscopicamente, que as lesdes teciduais experimentais assépticas, induzidas por procedimento cirdrgico, nos
grupos controle e tratados com papaina obedeceram & mesma seqlUéncia de eventos dependentes do tempo. Microscopicamente, entretanto, nas
lesbes dos animais do grupo tratado com papaina a 10% por 07 dias verificou-se auséncia de crosta hemato -fibrinosa; presenca de exsudato
inflamatério mononuclear difuso, e tecido de granulagdo frouxo de quantidade moderada, com fibroblastos e fibras coldgeno de distribuicdo
desorganizada, e grande quantidade de vasos neoformados (Figuras 1C e D). Em quanto que, nas lesdes dos animais do grupo controle, ndo tratados,
para o mesmo periodo, observou-se a presenca de crosta hemato-fibrinosa, exsudato inflamatério mononuclear difuso, tecido de granulacao frouxo

composto por moderada quantidade de vasos neoformados, e disposicdo desorganizada de fibroblastos e fibras colageno (dados ndo mostrados).

Nas lesGes tratadas com papaina a 6% no 14° dia observou-se a presenca de tecido de granulagdo exuberante, composto por vasos
neoformados de quantidade moderada, maior quantidade fibroblastos, e matriz coldgeno organizada (Figura 1E); menor infiltrado inflamatério
mononuclear (difuso), e proliferacdo de células da camada germinativa da epiderme, préximo as bordas da lesé@o, porém, ainda sensivel a forcas de
tracao (Figura 1F). Em quanto que, nas les 6es dos animais do grupo controle, ndo tratados, para o mesmo periodo, observou-se a manutencao da
crosta hemato-fibrinosa, com manutencdo do exsudato inflamatério mononuclear, em comparacdo com o grupo tratado, porém, com tecido de
granula cdo frouxo composto por pequena quantidade de vasos neoformados, sensiveis a forgas de tracéo, e disposicdo desorganizada de fibroblastos

e fibras colageno (Figura 1A).

Com 21 dias de experimento, entretanto, observou-se que nas lesdes tanto dos animais tratados com papaina a 4% como dos nédo tratados

(Figura 1A) ocorreu a substituicdo do tecido de granulagdo por tecido conjuntivo denso composto por poucos fibroblastos e redugdo dos vasos

http://www.conganat.org/7congreso/final/vistalmpresion.asp?d _trabaj0=494 01/10/2005



7° Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patol 6gica Fégina4 de 8

neoformados (Figura 1G), além de epiderme totalmente reconstituida, com a presenca em ordem decrescente das camadas licida,
granulosa, espinhosa e germinativa (basal) madura (Figura 1H). Chama aten ¢&o, porém, o fato de que nos animais tratados com papaina a 4% a matriz

colageno apresentou-se mais organizada que nos animais nao tratados.
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Fotomicrografias da evolucdo do processo de cicatriza¢do tecidual de Ulceras experimentais assépticas, em dorso de ratos wistar, ndo
tratadas (Grupo 1) com 14 dias (1A) e 21 dias (1B), e tratadas (Grupo IlI) com solu¢des de papaina a 10% com 7 dias (1C e D); a 6%
com 14 dias (1E e F); e a 4% com 21 dias (1G e H). 1A e B. Grupo I: 14 dias, auséncia de crosta hemato-fibrinosa, sensivel a for cas de
tracdo, presenca de fibrina e hemécias (seta), e exsudato inflamat ério mononuclear (40X); e 21 dias, tecido conjuntivo denso com
fibroblastos e fibras colageno de disposi¢cao desorganizada (40X), respectivamente. 1C e D. Grupo Il, 7 dias, aus éncia de crosta
hemato-fibrinosa, com exsudato inflamatério difuso (10X); e tecido de granulagdo com moderada quantidade de vasos neoformados,

http://www.conganat.org/7congreso/final/vistalmpresion.asp?id_trabajo=494 01/10/2005



7° Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patol 6gica Fégina6 de 8

fibroblastos, fibras colageno, bem organizados (40X), respectivamente. 1E e F. Grupo I, 14 dias, tecido de granulagdo exuberante,
matriz colageno organizada e reducéo do infiltrado inflamatério (40X); e proliferacao de células da epiderme proximo as bordas da
lesdo, porém, ainda sens ivel a for cas de tragéo (40X), respectivamente. 1G e H. Grupo Il, 21 dias, tecido conjuntivo denso com matriz
colageno organizada (40X), e epiderme totalmente reconstitu ida (20X), respectivamente.

Discusi 6n

O processo de cicatrizacédo tecidual € um fendmeno complexo, que envolve varias etapas, inicialmente caracterizado por
processos de inflamagdo, seguida de estagio de fibroplasia, com a formacao do tecido de granulagdo e por fim pela remodelagem
tecidual e formagdo de cicatriz tecidual, que é caracterizado pela substituicio do tecido lesionado por tecido conjuntivo denso
vascularizado e reepitelizacdo da area lesada (GONGCALVES & PARIZOTTO, 1998; PEREIRA, 2002; STEVENS, 2000; ROBBINS et al.,

2005).

Etapas estas, do processo de cicatrizacdo, que foram observadas no presente trabalho tanto nas lesdes tratadas com
papaina como nas ndo tratadas, conforme os dias analisados. Entretanto, em relacdo ao processo de cicatrizacdo dos animais com
Ulceras experimentais assépticas, tratadas com concentragcbes diferentes de papaina, chamou atencdo o fato de que
microscopicamente estas lesdes tratadas com papaina tiveram uma melhor resposta, em relagcdo ao controle, sob VArios aspectos
como: (1) a auséncia de crosta hemato-fibrinosa, tecido de granulacdo variando de moderado a exuberante, formado por maior
quantidade de vasos neoformados em animais tratados com papaina a 10% com 07 dias; (2) maior quantidade fibroblastos e matriz
colageno (organizada), e menor infiltrado inflamatério em animais tratados com papaina a 6% com 14 dias de experimento; e (3)
melhor organizagdo da matriz colageno e fibroblastos nas lesdes em animais tratados com papaina a 4% com 14 e 21 dias de

experimento.

Estes dados sdo semelhantes aos resultados microscopicos obtidos por SANCHEZ et al. (1993) em seus estudos com animais
tratados com papaina a 2%, exceto pelo fato de que estes autores observaram que, com 07 dias de anélise, a manuten ¢do da crosta
hemato-fibrinosa; com 14 dias, moderado a reduzido infiltrado inflamatério; e com 21 dias, tecido de granulacdo rico em fibras
colageno menos organizado; o que diferem dos dados do observados em nossos estudos. Sugerindo assim, que a utilizacao da
papaina em concentragfes diferentes, conforme a fase em que se encontra a lesdo, pode auxiliar de forma mais positiva no
debridamento, reducdo do tempo de permanéncia da crosta hemato-fibrinosa, e no aumento da circulacédo local através do aumento
do numero de vasos neoformados, durante o processo de cicatrizagdo tecidual como, por exemplo, foi observado com a utilizagdo de
solugbes de papaina a 10% no inicio do tratamento das lesdes; ou mesmo no final do processo de cicatrizagdo tecidual através da
organizacdo e reducdo da matriz colageno e dos fibroblastos do tecido de granulacdo, principalmente apds a utilizagdo de

concentracdes de 6% ou 4% de solucdes de papaina.

Considerando-se, assim, a natureza diversificada das lesdes ulcerativas que podem ser encontradas em pacientes
atendidos na rotina hospitalar e ambulatorial, como a Diabetes Mellitus (pé diabético), neuropatias, vasculopatias periféricas,
imunodepressdo, dentre outras; este estudo experimental visa de forma pr atica e aplicativa mostrar que, assim como é indicado na
literatura para estudos clinicos (ROGENSKI et. al., 1995; ROGENSKI et al., 1998; MONETA, 1998; MONETA 1992; UDOD et al, 1981;
MONETTA, 1987; MONETA, 1990;GUZMAN e GUZMAN, 1953; WISEMAN, 1990; STORER & M ENARD, 1994; JORGE & DANTAS, 2003),
o uso de concentracdes diferentes de papaina, para cada fase de uma leséo tecidual, é importante para a obtenc¢do de um resultado

final satisfatério com a cicatrizacdo e reepitelizacdo da area lesada.
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O presente estudo sugere, entdo, de forma aplicativa e em acordo com a literatura (ROGENSKI et. al., 1995; ROGENSKI
et al., 1998; MONETA, 1998; MONETA 1992; UDOD et al, 1981; MONETTA, 1987; MONETA, 1990;GUZMAN e GUZMAN, 1953;
WISEMAN, 1990; STORER & MENARD, 1994; JORGE & DANTAS, 2003), que todo profissional de saude, antes de iniciar qualquer
tratamento com solu¢gdes de papaina, deve levar em consideracdo a fase em que se encontra a lesédo tecidual, o tipo de leséo e as
caracteristicas individuais de cada paciente, como a predisposicdo a formacdo de queldides ou ndo, de modo que, este profissional
venha a obter os resultados mais satisfatérios com esta metodologia e os menores riscos de infec¢cdes secundarias (oportunistas) na
lesdo primaria. Semelhante ao que foi observado neste estudo experimental, onde ndo foi observada nenhuma infec¢éo oportunista
(dados nao mostrados) nas lesfes tratadas com concentracdes diferentes de papaina, o que por sua vez, também pode explicar o
relato de reducdo do exsudato inflamatdério, com 14 dias de experimento apés a utilizacdo de solugdes de papaina de 10% e 6%,
diferente do encontrado também estudos experimentais, como os de SANCHEZ et al. (1993), apés a utilizacdo de concentracfes de

papaina a 2% para a mesma fase.

Conclusiones

Em resumo, os resultados deste estudo experimental revelam que, a utilizacdo de concentracdes diferentes de papaina,
conforme a fase da lesédo, € um importante fator para o sucesso do processo de cicatrizagdo de ulceracdes teciduais. Tendo como resultados que falam
em favor desta teoria a melhor resposta celular exercida pela papaina sobre as atividades de estimulacdo, proliferacédo e organizacédo do tecido de
granula cao (fibroblastos e células endoteliais, para formacdo de novos vasos - neovascularizagdo), principalmente até o 14° dia do inicio do processo
de cicatrizacéo; e células epiteliais (reepitelizagdo). Além da possivel a acdo modular que a papaina exerce sobre o processo inflamatério no local da
lesdo, e a reducdo do risco de infec ¢des secundarias (oportunista) nas mesmas durante todo o prcesso, gragas ao poder bactericida e bacteriostatico
da papaina.
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