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Resumo

A papaina é um insumo de origem vegetal, usada na produgdo de medicamentos devido a sua agao cicatrizante e desbridante
de feridas. No entanto, a qualidade dessa matéria-prima é questionavel. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar esse aspecto na papaina disponivel no mercado farmacéutico do estado de Sao Paulo. Assim, foram analisadas amostras
de diversos fornecedores por meio de caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e enzimaticas. Quatro amostras de papaina
foram avaliadas, comparando-se com padrdo e conforme descrito na literatura; em relacdo as propriedades organolépticas
(sensoriais), testes de solubilidade, determinacdo do pH, determinacdo de umidade, determinacdo de contaminacdo
microbiolégica e determinacdo da atividade enzimatica. Os resultados mostraram que todas as amostras testadas (100%)
passaram nos testes organolépticos, solubilidade, pH, umidade e contaminantes microbiolégicos. Trés delas (75%) passaram
na avaliacdo da atividade enzimatica. Além disso, observou-se que ha grande variabilidade da atividade enzimética entre as
amostras testadas (458%), mostrando que a papaina disponivel no mercado merece analise criteriosa. Este fato pode levar a
alteracoes em relacao aos resultados do uso de formulacdes que incluem esse insumo no que se refere a sequranca de uso e
eficacia terapéutica.

Palavras-chave: Insumos Farmacéuticos, Controle de Qualidade, Quimopapaina.

Comparative study to evaluate the quality of Papain sold by suppliers of pharmaceutical raw materials located in
the state of Sao Paulo

Abstract

Papain is a raw material of plant origin, used in the production of medicines because of their healing and enzymatic wound
debridement actions. However, the quality of raw material is questionable. In this sense, this study aims to evaluate the quality of
the available papain in the pharmaceutical market of Sao Paulo state. We used physical-chemical, microbiological and enzymatic
parameters to estimate the quality of the samples. Four samples of papain were assessed by comparing it with standard
and as described in the literature regarding the organoleptic properties (sensory), solubility tests, pH determination, humidity
determination, determination of microbiological contamination and determination of enzyme activity. The results showed that
all tested samples (100%) passed in the evaluation: sensory test, solubility, pH, humidity and microbiological contaminants.
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Three of them (75%) passed the evaluation of enzyme activity. There is a great variability of enzyme activity among the tested
samples (458%) showing that papain available on the market deserves careful analysis. This may lead to changes regarded to
the results of use of compositions that include this input in relation to safe use and therapeutic efficacy.

Keywords: Pharmaceutical Raw Material, Quality Control, Chymopapain.

Resumen

La papaina es un insumo de origen vegetal, utilizado en la produccién de medicamentos debido a su accion cicatrizante y
desbridamiento de heridas. Sin embargo, la calidad de esa materia prima es cuestionable. En este sentido, este estudio tuvo
como objetivo evaluar ese aspecto en la papaina disponible en el mercado farmacéutico del estado de Sdo Paulo. Esto se
logré analizando las muestras de diversos proveedores através de caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas y enziméticas.
Cuatro muestras de papaina fueron evaluadas, se comparando con el estandar y como se describe en la literatura, acerca
de las propiedades organolépticas (sensoriales), pruebas de solubilidad, determinacion del pH, determinacién de humedad,
determinacién de la contaminacion microbiolégica y determinacion de la actividad enzimatica. Los resultados mostraron que
todas las muestras analizadas (100%) pasaron en los exdmenes organolépticos, solubilidad, pH, humedad y contaminantes
microbiolégicos. Tres de ellos (75%) pasaron la evaluacion enziméatica. Ademas, se observé que hay una gran variabilidad en
la actividad enzimatica entre las muestras analizadas (458%), que muestran que la papaina disponible en el mercado merece
un andlisis cuidadosa. Esto puede conducir a cambios en relacién con los resultados de uso de formulaciones que incluyen esta
materia prima, en relacién con el uso de la seguridad y la eficacia terapéutica.

Palabras clave: Insumos Farmacéuticos, control de calidad, Quimopapaina.

1. INTRODUGAO

A papaina é uma endopeptidase capaz de catalisar a hidrélise de ligacdes peptidicas de seu substrato, produzindo compostos
mais simples como misturas de peptideos e aminoacidos. Ela é obtida do latex do mamoeiro (Caricapapaya L.), principalmente
de seus frutos verdes e é utilizada em varios setores como, por exemplo, na industria alimenticia, para amaciamento de carnes,
clarificacao de cerveja, entre outros”; na industria cosmética, comp6e preparacoes esfoliantes e atua como agente depilatério®;
na indUstria farmacéutica ela é usada em produtos digestivos, para a remocao quimica da carie dentaria® e, principalmente,
para uso tépico, causando o desbridamento de ferimentos,quando utilizada em concentragdes mais elevadas (10% p/p), assim
como na cicatrizacao de lesdes na pele, quando utilizada em menores concentracdes (2% p/p a 4%p/p)(4).

Sendo assim, essa enzima é uma matéria-prima bastante utilizada na area farmacéutica (indUstrias e farmacias de
manipulacao) para compor suas formulacoes. Apesar de haver varios fornecedores no mercado, muitas vezes ha duvidas quanto
a qualidade da papaina disponivel. O comércio de insumos farmacéuticos no Brasil € um setor onde ha necessidade de ser
monitorado permanentemente, por isso é importante que responsaveis técnicos de indUstrias farmacéuticas e farmacias de
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manipulacao facam qualificacao dos fornecedores. Isso ocorre porque ha possibilidade de oferta no mercado de insumos que
nao atendam aos quesitos minimos de qualidade estipulados para legislacdo.

Desse modo, é fundamental que o laudo emitido pelo fornecedor ndo seja o Unico documento utilizado para ratificar o
uso desses insumos®. Ha necessidade de padronizacdo de técnicas analiticas e os resultados desses testes, comparados com
aqueles constantes no laudo do fornecedor e da literatura técnica especializada. Assim, pode-se chegar a uma conclusdo a
respeito da viabilidade da utilizacdo ou reprovacido da matéria-prima®.

Neste caso, além da avaliacdo dos laudos de qualidade expedidos pelos fornecedores, as indUstrias farmacéuticas e
farmacias de manipulagdo devem investigar a identidade do insumo e a presenca de adulterantes. Isto é realizado por meio de
ensaios para determinagdo de caracteristicas fisico-quimicas e andlises microbioldgicas, tendo como parametros informacoes
técnicas sobre a matéria-prima obtidas a partir de farmacopeias e publicacdes especializadas”. Ainda no caso especifico da
papaina, é também necessaria a avaliacdo da atividade enzimatica, fundamental para a acéo terapéuticados medicamentos
produzidos com ela.

Essa atividade estd ligada diretamente a integralidade da estrutura proteica que reflete, entre outros fatores, as condicoes
de embalagem e armazenamento que este insumo foi submetido (tipo de embalagem, temperatura de estoque, umidade
relativa, entre outros)®. Também em relacao a papaina, é possivel encontra-la com atividades enzimaticas diversas, dependendo
da diluicdo proporcionada pela adicdo de adjuvantes (normalmente a lactose) a papaina pura.

Na quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira e também nas anteriores ndo consta monografia deste insumo, mas a
padronizacdo para a atividade enzimdtica para fins farmacéuticos é de ter ndo menos que seis mil unidades USP/mg. Segundo
a United States Pharmacopeia, a padronizacao citada é a atividade de 1 mg da enzima capaz de liberar o equivalente a 6000
ug de tirosina a partir do substrato (caseina), sob condi¢des padronizadas do ensaio’®. Também é comum a apresentacdo deste
tipo de especificagdo em outras unidades de atividade enzimatica, como por exemplo,em WPA (Wallerstein Proteolytic Activity)
(19 entre outras. Sendo assim, observa-se a possibilidade de haver, disponivel no mercado, papaina com requisitos de qualidade
variavel para ser utilizada em formulacoes farmacéuticas, ou ainda possuindo distintas atividades enzimaticas. Esse tipo de
insumo pode ser utilizado de forma indiscriminada e equivocadamente para as indicacoes terapéuticas citadas se ndo houver um
controle rigido de qualidade realizado pelos fornecedores, industrias farmacéuticas e farmacias de manipulacao. Mesmo assim,
observa-se na literatura cientifica a caréncia de pesquisas envolvendo esse tema. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a qualidade da papafna disponivel no mercado farmacéutico. Isso foi realizado analisando comparativamente amostras
de papaina por meio de caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e enzimaticas.

2. METODOS

Para o desenvolvimento do estudo analitico qualitativo comparativo da papaina disponivel no mercado farmacéutico, os testes
realizados foram avaliacdo organoléptica (sensorial), testes de solubilidade, determinacdo do pH, determinacao de umidade,
determinacao de contaminacao microbiolégica e determinacao da atividade enzimatica.

2.1 Coleta de amostras

As amostras avaliadas foram adquiridas de diversos fornecedores do estado de Sao Paulo que séo distribuidores nacionais.
Nos pedidos enviados a seis fornecedores houve a solicitacdo de aquisicao de “papaina - grau farmacopéico com 6000U/mg”.
Dois dos fornecedores retornaram informacao de que nao disponham do insumo em estoque e os demais enviaram o material
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solicitado, resultando em quatro amostras de papaina a serem analisadas. Aquisicado também foi feita para papaina 6000 USP-U/
mg (Merck Millipore), utilizada como padrao para comparacao de resultados com as amostras testadas.

2.2 Avaliacao organoléptica (sensorial)

Esta avaliacao foi realizada conforme descrita por Cardoso'" e confrontando os resultados com as informacoes descritivas para
papaina contidas no The Merck Index"?, além da comparacdo com o padrao de papaina. Foram avaliados o aspecto, cor e odor.

2.3 Testes de solubilidade

Os roteiros de analise para testes de solubilidade realizados para as amostras e padrao foramaqueles descritos por Cardoso!'” e
Farmacopeia Brasileira''®.Como solventes foram utilizados a agua, o etanol e o cloroférmio. Informacdes sobre a solubilidade da
papaina foram coletadas no The Merck Index('?. Os testes foram realizados em triplicata.

2.4 Determinacao do pH

A conduta utilizada para determinacdo do pH das amostras e do padrao foi aquela descrita na Farmacopeia Brasileira. Os
resultados foram comparados com dados contidos na monografia da papaina na USP 27¢). Os testes foram realizados com
solucoes aquosas de papaina a 2% (p/v), em triplicata e as médias foram utilizadas para apresentacao dos resultados.

2.5 Determinacao de umidade

0O teor de umidade das amostras e do padrdo foi determinado de acordo com método descrito na Farmacopeia Brasileira?.
No entanto, para que os resultados fossem comparaveis com aqueles descritos na literatura®, o tempo de aquecimento em
estufa foi somente quatro horas. Os testes foram realizados em triplicata e as médias foram utilizadas para apresentacéo dos
resultados.

2.6 Determinacao da contaminagao microbiolégica

As técnicas realizadas visaram a contagem de microrganismos viaveis e envolveram o uso dos meios de cultura TSA (avaliacdo do
crescimento de bactérias) e Sabouraud (avaliacao do crescimento de fungos), assim como o possivel isolamento de coliformes
totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em meios de cultura MacConkey, Cetrimida e Vogel-
Johnson(3.14159 As amostras de papaina foram diluidas na proporcao de 1:10; 1:100 e 1:1000 antes da semeadura nos meios de
cultura. Outras provas bioquimicas foram dispensadas, pois o foco da andlise foi para a utilizacdo da papaina em bases galénicas
para uso tépico. Os testes foram realizados em triplicata e as médias foram utilizadas para apresentacao dos resultados.

2.7 Determinacao da atividade enzimatica

Para determinacdo da atividade enzimatica das amostras e do padrao foi empregada a metodologia descrita por Andrade-
Mahecha et al."®. Ela se baseia na taxa de hidrélise de um substrato de natureza proteica, como por exemplo, o leite. A escolha
dessa metodologia foi feita pelo fato de que é um método reprodutivel, rapido e de facil execucdo. A técnica desenvolvida
consistiu em adicionar 1 g da amostra em 10 g de solucdo de acido acético (0,01% p/p) e posteriormente adiciona-los a uma
solugdo de 10 ml do leite (2,5 g do leite em p6 desnatado em 100 g de dgua), a qual foi previamente aquecida em banho de
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agua na temperatura de 50°C. O contetdo do tubo foi agitado até o primeiro sinal de formacdo de codgulos. O tempo que
decorreu na formacdo do codgulo foi empregado para calcular a atividade enzimética, que foi expressa em unidade de poténcia
de coagulacao do leite por grama de latex (Upe — unidade de poténcia enzimatica):

Upe = 1000 x (E x 1)

Onde:
E:miligramas de amostra usados para precipitar 10 ml do substrato (leite desnatado) no tempo t(min)®.

Os testes foram realizados em triplicata para cada amostra e a média utilizada para fins de apresentacao e comparacao
dos resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas amostras de papaina obtidas de quatro distribuidores distintos de insumos
farmacéuticos do estado de Séo Paulo (I, II, Il e IV), as quais foram comparadas com um padrao com atividade de 6000U/mg
(grau farmacopéico — Merck Millipore) e com as especificacdes descritas na literatura para esse insumo. Essas matérias-primas e
0 padrao foram avaliados quanto as caracteristicas organolépticas (sensoriais), solubilidade, pH, teor de umidade, contaminacéo
microbiolégica e atividade enzimatica. Os resultados dessas avaliacdes estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Resultados das avaliagdes das amostras comerciais de papaina.

Amostras/ Avaliacdes | Il Il \% Padrao
Aspecto Amorfo Amorfo Amorfo Amorfo Amorfo
Coloracao Bege claro Bege claro Bege claro Bege claro Bege claro
Odor Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Sol. em 4gua Soltvel Soluvel Soluvel Soluvel Soltvel
Sol. em etanol Insoltvel Insoltvel Insolavel Insoltvel Insoltvel
Sol. em CHCI, Insoltvel Insoltvel Insolvel Insoltvel Insoltvel
pH 5,33(x0,01) 5,61(x0,01) 5,43(x0,01) 5,20(x0,01) 5,18(x0,01)
Umidade (%p/p) 2,75(z0,35) 1,25(+0,35) 0,50(+0,00) 1,00(z0,00) 3,50(x0,00)
Ativ. enzimatica (Upe) 118,1(x2,7) 25,8(x1,3) 69,2(x3,8) 84,2(x2,7) 69,5(x2,7)

Contagem de microrganismos mesofilicos vidveis totais, coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus(UFC/g)

TSA (dil. 1:10) 40 10 60 10 <10
Sabouraud (dil. 1:10) 10 <10 <10 <10 <10
MacConkey (dil. 1:10) 0 0 0 0 0
Cetrimida (dil. 1:10) 0 0 0 0 0
Vogel-Johnson (dil. 1:10) 0 0 0 0 0
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Sol. = solubilidade; dil. = diluicio da amostra avaliada; Os valores entre parénteses se referem ao desvio padréo.

Os resultados das analises organolépticas (sensoriais) para todas as amostras avaliadas (100%) correspondem as
caracteristicas descritas na literatura e sdo semelhantes ao padrao utilizado. Todas as amostras apresentaram aspecto amorfo,
coloracdo bege claro e com odor caracteristicol'?. Também para todas as amostras (100%),0s testes de solubilidade tiveram
resultados semelhantes, conforme descrito na literatura e semelhantes ao desempenho do padréo. As amostras se mostraram
solUveis em &gua e insolveis em etanol e cloroférmiot’?. A andlise do pH das solucdes das amostras foram comparadas tendo
como base a informacéo disponibilizada na USP 27, onde a variacdo de pH aceita para papaina, usando para teste uma
solugdo a 2% (p/v), é de 4,6 a 6,2. Observou-se que, para todas as amostras (100%), incluindo o padréo, os valores obtidos
estavam dentro dos limites estipulados como normais. Todos esses resultados reforcam a identificacdo das amostras e descartam
a hipdtese de falsificacdo, assim como sua decomposicao ou adulteracdo por substancias que poderiam alterar o pH da solucao
analisada.

Com relagdo ao teor de umidade, todas as amostras (100%) apresentaram resultados dentro dos valores de referéncia
descrito na USP 27® que aceita um teor de umidade perdida em até 7,0%(p/p) em 4 horas de aquecimento & 60°C. Deste
modo, os resultados dessas analises mostraram que as amostras ndo possuem valores de umidade elevados, fato que poderia
prejudicar a estabilidade e consequentemente a atividade desse insumo durante sua armazenagem.

Na avaliacdo microbiolégica das amostras de papaina foi utilizado o meio de cultura TSA, para contagem bacteriana e o
meio de cultura Sabouraud, para contagem fungica. As placas apresentaram baixo crescimento de colonias, ndo ultrapassando
limites permitidos pela Farmacopeia Brasileira"®, os quais determinam limites maximos de contagem total de bactérias aerébias
de 10°UFC/g e contagem total de fungos e leveduras de 102 UFC/g para substancias de uso farmacéutico em bases galénicas.
Nesses meios de cultura, utilizando as amostras com diluicado de 1:100 e 1:1000, ndo houve qualquer crescimento microbiano
ou fungico.O crescimento de coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, respectivamente,
nos &gares MacConkey, Cetrimida e Vogel-Johnson foi negativo. Esses resultados também respeitam os limites aceitos pela
Farmacopeia Brasileira™ que estabelece auséncia desses microrganismos nesses insumos. Desse modo, todas as amostras
avaliadas (100%) estao dentro dos limites microbianos estabelecidos pela legislacdo vigente. Em comparacdo, Andrade et al.?”
avaliaram, por meiode andlises microbioldgicas, uma série de matérias-primas de farméacias de manipulacdo de Goidnia, incluindo
insumos de origem vegetal e concluiram que somente 86,3% das amostras analisadas se encontravam em conformidade com
0s padrbes estabelecidos.

A atividade enzimética é uma caracteristica que varia em fungao de diversos fatores, como por exemplo, temperatura
onde se realiza a catélise, concentracdo da enzima usada na reacao, entre outras. Na avaliacao dessa atividade, se alguns desses
pardmetros forem padronizados e mantidos inalterados durante a realizagdo dos ensaios, pode-se evidenciar caracteristicas
especificas da amostra testada, como o seu potencial para desempenhar a aco catalitica®. E fato que a papaina disponivel
no comércio farmacéutico teria que seguir uma padronizacdo em relacdo a este quesito. Conforme descrito na USP 27,0 grau
farmacopéico preconizado para este insumo é de possuir, no minimo, atividade enzimatica de 6000U/mg, baseada na realizacdo
de ensaio para detectar a poténcia digestiva da caseina. No entanto, devido a técnica de andlise descrita nesse compéndio ser
muito dispendiosa em relagdo aos reagentes e ao tempo de execucao, optou-se por utilizar papaina padrao (Merck Millipore)
com essas caracteristicas de atividade enzimatica e comparar os resultados através de uma técnica reprodutivel, simples e rapida
(Tempo de Coagulagdo do Leite). Deste modo, observou-se para esse quesito, que hé grande variabilidade da atividade enzimatica
entre as amostras testadas (458%). Sendo assim, ficaram evidentes problemas de padronizagao desse insumo disponivel no
mercado. Somente uma das amostras (lll) apresentou resultado coincidente com o padréo (em torno de 70 Upe). Duas outras
amostras (I e IV) resultaram em valores de atividade enzimatica superiores ao padrao (118 e 84 Upe, respectivamente). Esses
insumos poderdo ser utilizados em formulagdes farmacéuticas, desde que haja um controle da massa usada com a finalidade
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de adequar a atividade enzimatica na preparacao. A amostra llexibiu atividade enziméatica muito inferior ao padréo (em torno
de 26 Upe). Neste caso, por estar abaixo do limite minimo estabelecido, essa amostra nao passa nesse teste, sendo inviavel
sua utilizacdo na area farmacéutica. Portanto, é de 75% a porcentagem de aprovacao das amostras de papaina testadas. Em
comparacao, Engel et al."® reprovaram todas as amostras testadas em analises sensoriais, botanicas e fisico-quimicas realizadas
com matérias-primas de origem vegetal obtidas de farmacias de manipulagdo de municipios catarinenses, evidenciando também
grande variabilidade para esse tipo de insumo.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados das analises realizadas conclui-se que, apesar das amostras ndo apresentarem problemas relacionados
com sua identificacdo, umidade e contaminacdo microbiolégica, a papaina disponivel no mercado merece analise criteriosa,
principalmente em relacdo a atividade enzimatica, ja que ha variabilidade em relacdo a esse requisito. Este fato pode levar a
alteracoes em relacdo aos resultados do uso de formulacdes que incluem esse insumo, no que se refere a seguranca de uso e
eficacia terapéutica.
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