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RESUMO

A bromelina é uma enzima proteolitica encontrada em tecidos vegetais como casca, talo,
fruta e folhas de espécies da familia Bromeliaceae, incluindo o abacaxi (Ananas comosus).
E uma enzima conhecida por seus efeitos terapéuticos, sendo usada em tratamentos de
varios problemas de satide, como desordens digestivas, feridas, queimaduras e inflamacoes.
Este trabalho teve como objetivo a purificacdo da enzima bromelina de casca de abacaxi e
sua posterior aplicacdo em bases dermatolégicas. Foi demonstrado que € possivel purificar
bromelina extraida de casca de abacaxi, um residuo da induastria alimenticia, através de um
processo de recuperacdo e purificacdo, incluindo precipitagdo por sulfato de amonio (40-
80%), seguido de dessalinizacdo e liofilizacdo, com 75% de recuperacdo da atividade.
Cromatografia de troca idnica com dietilaminoetil-agarose (DEAE-Sepharose) separou
polissacarideos da enzima e esta foi recuperada na etapa de elui¢cao, mantendo sua atividade
enzimatica. A enzima foi incorporada em creme e locao Lanette, gel de Carbopol e creme e
locdo da Chemyunion na concentra¢ao de 5 mg de enzima por mL de base dermatolédgica.
Essas bases foram submetidas ao teste de centrifugacdo e teste de estabilidade acelerada
durante 90 dias a 25°C (com e sem a incidéncia de luz solar), 37°C e 4°C, a fim de avaliar a
estabilidade da bromelina nas bases dermatoldgicas. As formula¢des permaneceram
estdveis quanto a suas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor, sensibilidade ao
tato) apenas quando mantidas a 4°C, com atividade remanescente de 84,9%, 73,8%, 95,5%,
77,7% e 72,3% ap6s 90 dias de teste em creme e locdo Lanette, gel de Carbopol e creme e
locdo da Chemyunion, respectivamente. Baseando-se nestes resultados, foi possivel
purificar bromelina de casca de abacaxi e incorpord-la em bases dermatoldgicas mantendo-

se sua atividade mais estdvel quando estas bases foram mantidas em geladeira a 4°C.

Palavras-chave: Bromelina, casca de abacaxi, purificacdo, bases dermatologicas,

estabilidade enzimdtica.
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ABSTRACT

Bromelain is a proteolytic enzyme found in vegetable tissues like peel, stem, fruit and
leaves of the Bromeliaceae family including pineapple (Ananas comosus). Bromelain is
known for its therapeutic effects, being useful in the treatment of several health problems
such as digestive disorders, burns and inflammation. This work aimed the purification of
the enzyme bromelain from pineapple peel for potential therapeutic application in
dermatological bases. It was shown that it is possible to purify bromelain extracted from
pineapple peel, a waste in food industry, in a downstream processing, including ammonium
sulfate precipitation (40-80%), followed by desalting and freeze-drying with a 75% activity
recovery. lon exchange chromatography on diethylaminoethyl-agarose (DEAE-Sepharose)
was able to separate polysaccharides from the enzyme, which was recovered in the elution
step, maintaining its enzymatic activity. The enzyme was then incorporated in Lanette
cream and lotion, Carbopol gel and Chemyunion cream and lotion at a concentration of 5
mg enzyme per mL of dermatological bases. These bases were subjected to centrifugation
test and accelerated stability test during 90 days at 25°C (with and without sunlight), 37°C
and 4°C, in order to evaluate bromelain stability in a dermatologic formulation. The
formulations were stable as its organoleptic characteristics (appearance, color, smell and
sensitivity to touch) only when kept at 4°C with activity remaining 84.9%, 73.8%, 95.5%,
77.7 % and 72.3% after 90 days of testing in Lanette cream and lotion, Carbopol gel and
Chemyunion cream and lotion, respectively. Based on the results, it was possible to purify
bromelain from pineapple peel and to incorporate it in dermatological bases maintaining the

activity stabler when these bases were kept in refrigerator at 4°C.

Keywords: Bromelain, pineapple peel, purification, dermatologic formulation, enzyme

stability.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas encontrada
em vdrias espécies da familia Bromeliaceae, dentre elas o abacaxi (Ananas comosus),
estando presente na casca, talo, fruto e folhas.

O abacaxi € considerado a terceira fruta mais importante no mundo com a producao
projetada em 18,7 milhdes de toneladas para 2014 (FAO, 2005). A fruta é consumida in
natura ou ainda industrializada na forma de sucos, calda e enlatada. Estes processos
industriais sdo responsaveis pela geracdo de residuos ricos na enzima bromelina e esta pode
ser recuperada e purificada visando a obten¢do de produtos com um maior valor agregado
(BARTHOLOMEW et al., 2003).

Dois grandes ramos da atividade econdmica fazem uso da bromelina: a industria
alimenticia e a médico-farmacéutica. Em ambos, o foco esta em sua atividade enzimatica.
Na area alimenticia, por exemplo, hd relatos do uso de bromelina para o amaciamento de
carnes, na clarificacdo de cerveja, na coagulacdao de leite de soja, no refino de dleos
vegetais, além de ser um dos constituintes de ra¢des animais (MURATA et al., 1987;
FREIMAN DE OLIVEIRA, 2001).

Na area médico-farmacéutica, a bromelina tem sido extensivamente utilizada
visando aplicagdes terapéuticas em varios modelos animais (AHLE e HAMLET, 1987;
BAHDE et al.,, 2007 e BHUI et al., 2009). Aplicacdes como agente anti-inflamatorio,
digestivo e cicatrizante em processos de debridamento enzimatico de tecidos necréticos de
ulceras, feridas de queimaduras, bem como efeito antimetastitico em modelos de tumor
também foram estudados (AHLE e HAMLET, 1987; NAPPER et al., 1994; BHUI et al.,
2009).

Para se atingir as caracteristicas necessdrias para a utilizagdo farmacéutica da
bromelina, muitos processos tém sido utilizados para aumentar sua pureza e atividade
especifica a partir de qualquer parte do abacaxi (casca, talo ou fruto). Estes processos
podem envolver operagdes unitdrias de extragdo liquido-liquido (RABELO et al., 2004;
BABU et al., 2008; KETNAWA et al., 2010 e FERREIRA et al., 2011), precipitagdo com
etanol, polietilenoglicol (PEG) ou sulfato de amdnio (SINGH et al., 2004; DEVAKATE et
al., 2009; SILVA et al., 2010; GAUTAM et al., 2010 e SOARES et al., 2011) e técnicas



refinadas baseadas em processos de adsor¢do, como a cromatografia de troca idnica e de
afinidade (HARRACH et al., 1998; SINGH et al., 2004; DEVAKATE et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2009 e GAUTAM et al., 2010), seguido de passos de liofilizacdo para
fins de estocagem (MAURER, 2001 e DEVAKATE et al., 2009).

Para a utilizacdo da bromelina de forma tépica, faz-se necessario sua incorporacao
em uma base dermatoldgica, permitindo, desta forma, uma agdo local. Diversos fatores
podem interferir no desenvolvimento de produtos cosméticos, contendo ou ndo principios
ativos. Fatores como a composicdo, as caracteristicas fisico-quimicas, os estudos de
eficdcia e de seguranca das matérias-primas e as substancias ativas incorporadas, além da
avaliacdo das possiveis incompatibilidades na formulacdo para o estabelecimento das
especificagcdes técnicas do produto final, devem ser avaliadas e monitoradas de forma a
garantir a qualidade do produto final (SIMMONS, 2000 e SCHUELLER e
ROMANOWSKY, 2002). Ap6s a escolha das formulagdes, torna-se imprescindivel a
realizacdo de testes de estabilidade em diversas condi¢des de temperatura, luminosidade e

umidade (ANVISA, 2004).

1.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a purificagdo da enzima bromelina de casca de

abacaxi e sua posterior aplicagdo em bases dermatoldgicas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Purificacdo da enzima bromelina de casca de abacaxi através de um
completo processo de “downstream” envolvendo sua extragdo, precipitacdao por sulfato de
amonio, dessalinizacdo, liofilizacdo e cromatografia de troca idnica e posterior estudo de
isotermas de adsorc¢do.

v' Estudo de estabilidade acelerada da enzima bromelina purificada no
laboratério em quatro diferentes condicdes: temperatura ambiente com e sem a presenca de
luz, estufa (37°C) e geladeira (4°C), nas seguintes bases dermatoldgicas: creme e logcao

Lanette, gel de Carbopol e creme e locdo com formulacio da Chemyunion. Estudo



comparativo das bases contendo a enzima purificada no laboratério e a enzima

comercialmente disponivel.

1.3. PLANO E ETAPAS DO TRABALHO DESENVOLVIDO

Para se atingir o objetivo proposto, o trabalho foi desenvolvido de acordo com as

etapas apresentadas na Figura 1.

Casca de abacaxi
. Cromatografia - Creme Lanette
Extra¢ao (troca idnica -Logiio Lanette
(Centrifuga doméstica) DEAE-Sepharose) -Gel Carbopol
- Creme Chemyunion
\L A - Lociio Chemyunion
Centrifuga(;ﬁo /\N\
) . Isoterma de adsorcao Teste centrifugacio
sobrenadante Polissacarideos Eletroforese (Langmuir e
L Langmuir-Freundlich)
Precipitacio sulfato de
amonio Teste de estabilidade
(40-80%)
acelerada:
\l] - Geladeira (4°C)
- Estufa (37°C)
- Temperatura ambiente
Dessalinizacao com luz
- Temperatura ambiente
\l] com luz
Liofilizaciao
(Fosf. K, pH 7,0) -

Figura 1. Diagrama de blocos com as etapas desenvolvidas neste trabalho.



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados tépicos de conhecimentos basicos necessarios para
a compreensdo do trabalho. A revisdo da literatura esta dividida nas seguintes partes: pele,
feridas e processo de cicatrizagdo; obtencdo, aplicagdo e purificacdo da bromelina; e

desenvolvimento e estabilidade de formulagdes cosméticas (emulsdes e géis).

2.1. PELE, FERIDAS E PROCESSO DE CICATRIZACAO

A pele é considerada o maior e mais complexo 6rgao do corpo humano, uma vez
que corresponde a aproximadamente 15% da massa corporal, sendo composta por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme (DANGELO e FATTINI, 1998). A principal
funcdo da pele € de revestir e delimitar o corpo humano, além de estar constantemente
relacionada com suas variadas atividades bioldgicas e bioquimicas. Ela contém, pelo
menos, cinco diferentes tipos de células que contribuem para sua organizagdo estrutural e
demais tipos celulares, provenientes dos sistemas circulatério e imunolégico (MENON,

2002; HADGRAFT, 2004; CAMARGO, 2006; QUEIROZ, 2008; HAX, 2009).

2.1.1. Feridas

Uma ferida pode ser denominada como a interrup¢ao da continuidade de um tecido
corpéreo, em maior ou em menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma, de origem
fisica, quimica, mecanica ou, ainda, desencadeada por uma afeccao clinica (CESARETT]I,
1998; BLANES, 2004). Desta forma, de acordo com Pereira (2006), as feridas podem ser
classificadas em funcdo de sua etiologia (aguda ou cronica); do mecanismo da lesdao
(amputacao, incisa, contusa, escoriacdo, lacerante ou puntiforme); do grau de contaminacao
(limpa, limpa-contaminada, contaminada ou infectada); e do grau de perda de tecido
(feridas de espessura ou densidade parcial, ou feridas de espessura ou densidade total).

As feridas constituem um gravissimo problema tanto para os pacientes como

também para as instituicdes de saide, uma vez que tendem a aumentar o risco de infecgao,
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dificultando, assim, a recuperagao e, como consequéncia, prolongam a internac¢do, gerando

custo elevado e contribuindo para o aumento de indices como a taxa de mortalidade

(CANNON e CANNON, 2004; THOMAS, 2006; MACIEL, 2008; REDDY et al., 2008).

2.1.2. Processo de cicratizacao

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico, continuo e complexo, composto
por diversas fases sobrepostas, dependendo de vdrios fatores, locais e gerais, como a
localizagdo anatomica, o tipo de pele, a raca e a técnica cirdrgica utilizada (DECLAIR,
2002; BLANES, 2004; CAMARGO, 2006; HAX, 2009). Em termos de aspectos
morfoldgicos, identificam-se trés fases da cicatrizacdo: a inflamatdria, a proliferativa e a de
maturacdo (BLANES, 2004; HAX, 2009).

A fase inflamatéria € uma reagcdo local ndo especifica a lesdo do tecido e/ou
invasdo bacteriana (HAX, 2009). Na fase proliferativa, ocorre a reparacdo do tecido
conjuntivo e do epitélio, compreendendo a formagdo de tecido de granulacdo, com
proliferacdo endotelial e de fibroblastos. Na fase de maturacdo, observam-se dois eventos
importantes: a deposi¢ao, agrupamento e remodelacdo do coldgeno e a regressao endotelial
(BLANES, 2004; SCHULTZ et al., 2003). Ocorre o direcionamento das fibras de coldgeno,
através das colagenases e outras proteases produzidas por macrofagos e células
epidérmicas. A remodelagdo do coldgeno tem inicio na formag¢do do tecido de granulagdo e
permanece por meses apOs a reepitelizacdo. A cicatriz se torna menos espessa, mais plana,
passando de uma coloragdo rosada para esbranquicada (BLANES, 2004; HAX, 2009;
SCHULTZ et al., 2003).

2.1.3. Tratamento de feridas

z

Desde os primérdios da humanidade o tratamento de feridas é uma pratica
observada, sendo adaptado durante os séculos para apresentar melhores resultados. Os
primeiros relatos foram descritos na Alexandria, por volta de 3.000 a.C. e tratavam sobre
feridas infectadas com bordas avermelhadas e que apresentavam calor. Para o tratamento, a
aplicacdo de folhas de salgueiro, pao mofado ou levedo de cerveja era recomendado. Ja os
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egipcios foram responsdveis por introduzirem o uso de minerais, como cobre e mercurio,
além do mel para o tratamento de feridas (GOMES e CARVALHO, 2002).

Hipdcrates (460 — 370 a.C.), considerado o “pai da medicina”, sugeriu que as
feridas deveriam ser tratadas com unguento para a remog¢ao do tecido necrosado, o que
ocasionaria reducao de inflamacdo. J4 Cornelius Celsus (53 a.C. — 7 d.C.) foi o primeiro a
descrever os quatro sinais da inflamacao e diferenciou as condutas de tratamento de feridas,
classificando solucdes para uso topico em: adstringentes, cdusticos, erosivos e
hemostaticos. Por sua vez, Claudius Galeno (129 — 200 d.C.), lider da escola médica de
Alexandria, realizava a supuragdo de feridas com aplicagdo de unguentos e utilizava
substancias promotoras da cicatrizagdo (GOMES e CARVALHO, 2002; MACIEL, 2008).

O uso de armas de fogo, em consequéncia das guerras europeias, gerou um novo
tipo de ferida, mais dificil de curar, no século XIV. Ambroise Paré, cirurgido francés
(1510-1590), reformulou o tratamento desse tipo de feridas, utilizando pomada a base de
terebentina, 6leo de rosa e gema de ovo em substituicdo ao dleo fervente, que até entdo
vinha sendo utilizado (BLANES, 2004; GOMES e CARVALHO, 2002).

No periodo compreendido entre o final do século XIX e o inicio do século XX, o
tratamento de feridas era feito por meio da utilizacdo de agentes topicos como dlcool e
antissépticos metdlicos com acdo antimicrobiana e prote¢do com coberturas secas. Entre as
décadas de 20 e 40 do século XX, foi introduzido o tratamento por meio de pomadas
contendo enzimas proteoliticas incorporadas, que tinham como objetivo a realizacdo do
debridamento das feridas (GOMES e CARVALHO, 2002; MACIEL, 2008).

Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos e da maior disponibilidade de recursos e
informacdo em decorréncia de muitos estudos realizados, ainda existem controvérsias a
respeito da melhor terapia tépica para o tratamento de feridas na atualidade (PEREIRA,
2006). O processo que tem sido adotado para auxiliar na escolha do tratamento de feridas
consiste na associacdo da pesquisa e da pratica clinica em conjunto com um processo
sistemdtico e continuo de auto-aprendizado e auto-avaliagdo, uma vez que tratamentos que
ndo sdo baseados em evidéncias cientificas ndo atingem resultados desejados, acabando por
submeter o paciente a intervencoes ineficazes (PEREIRA, 2006; MACIEL, 2008).

A cicatriza¢do de feridas pode envolver diversos fatores locais e sistémicos, tais

como doengas cronicas e infecciosas, questdes socioecondmicas e psicoldgicas, nutri¢do,



traumas e cirurgias, necessidade de continuidade da utilizagdo do curativo, além da
avaliagdo do custo-beneficio. A escolha do tratamento deve ser adequada a natureza, a
localizag¢do e ao tamanho da ferida, sendo essencial que o paciente seja acompanhado por
uma equipe multidisciplinar, que controle os fatores que interferem no processo cicatricial
(FRANCO e GONCALVES, 2008; MACIEL, 2008).

A terapia topica de feridas € baseada em estudos cientificos sobre a fisiologia de
reparacdo tecidual. Para tornar vidvel o processo fisiologico, deve-se buscar o
favorecimento das condic¢des locais através da terapia topica, definida como o conjunto de
condutas que visam a cura precoce das feridas, compreendendo limpeza, debridamento e
cobertura (BLANES, 2004; GOMES ¢ CARVALHO, 2002).

A limpeza da ferida deve ser realizada com uso de técnica e fluido que minimize
trauma mecanico e quimico, visando a remog¢ao da necrose e também de corpos estranhos
do leito da ferida. O uso de antissépticos em feridas tem efeito nocivo, pois, além da
citotoxidade, contribuem para o retardo da cicatriza¢do, ndao sendo, portanto, 0 mecanismo
mais eficiente para reduzir a contagem bacteriana nas lesdes (BLANES, 2004; YAMADA,
1999). O debridamento consiste na remocao de tecidos necrosados aderidos ou de corpos
estranhos do leito da ferida, que pode ser realizado por meio do uso de técnicas mecanicas,
cirirgico/instrumental, quimicas, enzimaticas, ou até mesmo via autdlise (BLANES, 2004;

YAMADA, 1999).

2.2. A BROMELINA

2.2.1. Obtencao

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas (proteases)
encontrada em tecidos vegetais como casca, talo, fruto e folhas de espécies da familia
Bromeliaceae incluindo o abacaxi (Ananas comosus). O abacaxi € considerado a terceira
fruta mais importante no mundo com a produgdo projetada em 18,7 milhdes de toneladas
para 2014 (FAO, 2005). Além do consumo da fruta in natura, o abacaxi ¢ também
submetido a processos industriais para obtencao da fruta enlatada, em calda, cristalizada e

suco. Estes processos, por sua vez, sdo responsdveis pela geracdo de residuos como casca,
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talo e sdlidos centrifugados (da producdo de suco) que correspondem de 35 a 40% da massa
do abacaxi. Uma vez que os subprodutos da industria de abacaxi t€m um apelo comercial
baixo, estes subprodutos sdo utilizados, na maioria dos casos, apenas como constituintes de
racdo animal (BARTHOLOMEW et al., 2003). Entretanto, é importante ressaltar que estes
residuos sdo muito ricos na enzima bromelina, que pode ser recuperada e purificada
visando a geragdo de produtos com um maior valor agregado.

A enzima encontrada no talo do abacaxi (EC 3.4.22.32) ¢ sulfidrilica e o grupo
sulfidril € essencial para a atividade proteolitica (BARTHOLOMEW et al., 2003). Por sua
vez, a enzima encontrada na fruta (EC 3.4.22.33) é uma proteina acida e seu ponto
isoelétrico (pl) é 4,6, determinado por eletroforese de focalisacdo isoelétrica (IEF) e
mudancas conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3
(HALE et al., 2005).

A composi¢ao quimica do abacaxi varia de acordo com a época em que € produzido.
De modo geral, a produgdo ocorre no periodo do verdo e gera frutos com maior teor de
acuicares e menor acidez. O abacaxi destaca-se pelo valor energético, devido a sua
composi¢do ser rica em acucares, além de possuir um alto valor nutritivo, especialmente
pela presencga de sais minerais (célcio, fésforo, magnésio, potdssio, sédio, cobre e iodo) e
de vitaminas (A, Bj, B, C e Niacina). No entanto, apresenta teor protéico e de gordura
inferiores a 0,5% (FRANCO, 1989).

A principal vantagem do uso de proteases do abacaxi quando comparada com
proteases de outras plantas € que a enzima ndo estd presente nos primeiros estigios de
desenvolvimento da fruta, porém o nivel aumenta rapidamente, mantendo-se alto até a fruta
estar madura, onde ocorre um pequeno decréscimo (MAURER, 2001). Apesar da leve
queda na atividade proteolitica durante a maturagdo, o abacaxi € a unica fruta que tem
concentracdo de protease relativamente elevada no estdgio maduro. Em outras frutas, como
o figo e o mamao, altos niveis de suas proteases, a ficina e a papaina, sdo encontrados
somente quando os frutos estdo verdes e, quando ocorre a maturagdo, sua concentragao

praticamente desaparece (BARTHOLOMEW et al., 2003).



2.2.2. Aplicacgoes

Dois grandes ramos da atividade econdmica fazem uso da bromelina: a indudstria
alimenticia e a médico-farmacéutica. Em ambos, o foco esta em sua atividade enzimatica.
Na area alimenticia, por exemplo, hé relatos do uso de bromelina para o amaciamento de
carnes, uma vez que a bromelina hidrolisa a miosina, que € responsavel pelas ligacdes
cruzadas entre as fibras da carne (FREIMAN DE OLIVEIRA, 2001). Ainda nesta area, a
bromelina foi utilizada em processos de clarificacdo de cervejas, na coagulacao do leite de
soja, na modifica¢do das propriedades reoldgicas da massa destinada a produgdo de paes,
no refino de dleos vegetais, no processamento de biscoitos, dentre outros (MURATA et al.,
1987; FREIMAN DE OLIVEIRA, 2001). A bromelina também foi utilizada no campo da
nutri¢do animal, como um constituinte de alimentos destinados a ruminantes, visando atuar
como um agente de degradacao de proteinas presentes nestes alimentos (TOMANKOVA e
KOPECNY, 1995).

Na area médico-farmacéutica, a bromelina tem sido extensivamente utilizada
visando aplicagdes terapéuticas em varios modelos animais (AHLE e HAMLET, 1987;
BAHDE et al., 2007 e BHUI et al., 2009). Uma vasta gama de beneficios terapéuticos tem
sido atribuida a bromelina, devido a sua acdo terapéutica na autoimunidade, inflamacdo e
alergia, assim como a inibi¢do da agregacdo plaquetdria, o alivio da bronquite, melhoria na
recuperacdo de traumas pos-cirdrgicos e de absorcdo melhorada de farmacos,
particularmente de antibiéticos (KELLY, 1996; MURAKAWA et al., 2002; ROEP et al.,
2002 e SECOR Jr et al., 2009). Aplicacdes como debridamento enzimdtico de tecidos
necroéticos de ulceras, feridas de queimaduras, bem como efeito antimetastdtico em modelos
de tumor também estdo apresentados na literatura (AHLE e HAMLET, 1987; NAPPER et
al., 1994; BHUI et al., 2009). Devido a sua capacidade de reduzir dor, edema e inflamagao,
além de potencializar antibidticos, a bromelina pode ser de interesse para os cirurgides
plasticos, sendo benéfico nas etapas de pds-operatério (ORSINI, 2006). A bromelina do
abacaxi serve também como auxiliar digestivo na quebra de proteinas, ja sendo

comercializada e manipulada tanto no Brasil quanto no exterior (ROXAS, 2008).



2.2.3. Purificacao

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a recuperagdo e purificacdo de proteinas e
enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Técnicas mais antigas como a
precipitacdo, extragao com solventes e filtracdo geralmente tem alto poder de concentracdo
e baixa purificacdo e técnicas mais modernas com a cromatografia de afinidade, troca
i6nica ou gel-filtracdo, extracdo em duas fases aquosas, extragcdo com micela reversa,
recuperam e purificam, muitas vezes até a homogeneidade (SCOPES, 1993; LADISCH,
2001; PESSOA JR e KILIKIAN, 2006).

O processo de separacdo e purificacdo de bioprodutos, também chamado
downstream processing, é atualmente um segmento muito importante na industria, pois
pode chegar a representar de 80 a 90% do custo de produgdo. Portanto, o desenvolvimento
de um processo eficiente e que, a0 mesmo tempo, apresente um baixo custo, € de extrema
relevancia (CLONIS, 2006).

O ponto chave ao se iniciar um processo de purificacdo € o grau de pureza exigido
para a proteina. Proteinas para fins terap€uticos ou de uso direto em humanos necessitam de
um elevado grau de pureza, o que ndo € necessario, por exemplo, para as enzimas que serao
aplicadas em alguns processos industriais. Ao se pensar em um processo de purificagdo em
larga escala, normalmente de 4 a 6 etapas se fazem presentes. Estas etapas podem ser
divididas em dois grupos. O primeiro é formado pelos processos de recuperagdo da
proteina: separacdo e ruptura de células, separacdo dos fragmentos e concentracdo da
proteina. No segundo grupo o objetivo € purificar a proteina utilizando as etapas de pré-
tratamento ou isolamento primadrio, purificacdo de alta resolucdo e refinamento (SCOPES,
1993; LADISCH, 2001; PESSOA JR e KILIKIAN, 2006).

Para se atingir as caracteristicas necessdrias para a utilizacdo farmacéutica, muitos
processos tém sido utilizados para aumentar a pureza e atividade especifica da bromelina a
partir da casca, do talo e do fruto do abacaxi. Esses processos incluem extracdo liquido-
liquido (RABELO et al., 2004; BABU et al., 2008; KETNAWA et al., 2010 e FERREIRA
et al., 2011), precipitacdo com etanol, polietilenoglicol ou sulfato de aménio (SINGH et al.,
2004; DEVAKATE et al., 2009; SILVA et al., 2010; GAUTAM et al., 2010 e SOARES et

al., 2011) e técnicas refinadas como cromatografia de troca idnica e afinidade (HARRACH
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et al., 1998; SINGH et al., 2004; DEVAKATE et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009 e
GAUTAM et al.,, 2010), seguido de passos de liofilizacdo para fins de estocagem
(MAURER, 2001 e DEVAKATE et al., 2009).

2.2.3.1. Sistemas de duas fases aquosas (SDFA)

A extracdo liquido-liquido € um processo que envolve a transferéncia de massa
entre dois liquidos imisciveis. Na extracao liquido-liquido, a separagdo de um componente
de uma solucao liquida homogénea ocorre pela adicao de um constituinte liquido, que seja
insolivel ou parcialmente solivel, o solvente, no qual o componente a ser extraido da
solucdo, o soluto, é preferencialmente solivel. O soluto difunde-se no solvente com uma
velocidade caracteristica até atingir as concentracdes de equilibrio em cada uma das fases
formadas. Este processo de separacdo € baseado na distribuicao do soluto entre as fases e a
miscibilidade parcial dos liquidos (CREMASCO, 2002).

A extragdo de biomoléculas em sistemas de duas fases aquosas (SDFA) € resultado
de uma particdo diferenciada da molécula-alvo e impurezas entre duas fases liquidas. O
elevado teor de dgua, 75% a 80% em massa, garante a manuten¢do das propriedades
bioldgicas das proteinas. A grande vantagem que os SDFA detém sao que, criteriosamente,
recuperam e/ou purificam biomoléculas com uma louvavel viabilidade economica. A
inclusdo da integracdo de remocao de sélidos e recuperacio de produto, além da facilidade
de escalonamento, aliado a elevadas seletividade e recuperacdo fazem com que SDFAs
sejam muito utilizados como etapas de dowstream processing das mais diversas
biomoléculas, dentre elas a bromelina (RABELO et al., 2004; BABU et al., 2008;
KETNAWA et al., 2010 e FERREIRA et al., 2011).

Embora a aplicabilidade do SDFA para a purificacio de bromelina tem sido
demonstrada na literatura, os esfor¢os necessarios para aperfeicoar sua implementacdo
encontram-se em franco desenvolvimento. Utilizam-se sistemas constituidos por polimeros
de véarias massas moleculares (polietileno glicol — PEG e trietileno glicol — TEG) e sais de
fosfato, cloreto e citrato, tanto no modo batelada como continuo e em estdgios. Entretanto,

se a aplicacdo desta enzima necessitar um elevado grau de pureza, a extragado em SDFA nao
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¢ suficiente e, nestes casos, hd a necessidade de complementar o processo por meio da

inclusdo de uma ou mais etapas cromatograficas (PESSOA JR e KILIKIAN, 2005).

2.2.3.2. Precipatacao

Dentre as etapas de recuperacao e purificacdo de biomoléculas, a precipitacdo € uma
das operacdes que se apresenta com maior destaque, tanto em escala laboratorial quanto
industrial, sendo utilizada em virtude de sua simplicidade. O termo precipitagdao é usado
para descrever a opera¢do na qual uma perturbacio de natureza fisica ou quimica origina a
formacao de particulas insoliveis a partir de uma solugdo protéica (CUTLER, 2004).

A precipitacdo de biomoléculas com o uso de sais € uma etapa de purificacdo
frequentemente encontrada, ocorrendo entre uma primeira etapa de separagcdo solido-
liquido (centrifugacdo ou filtracdo), e a purificacio final utilizando-se técnicas
cromatograficas (LADISCH, 2001). Por apresentar alta capacidade de concentrar a
biomolécula de interesse e pelo seu baixo custo, a etapa de precipitagdo € bastante utilizada.

Dentre os métodos utilizados para a precipitacio de biomoléculas destaca-se o
salting-out, ou seja, a adicdo de sais, em que a precipitagdo ocorre pela diminui¢do da
solubilidade da biomolécula ocasionada pela dissolucdo do sal. Nesta técnica, os ions
salinos competem com os grupos polares da biomolécula pelas moléculas de dgua e, uma
vez a camada de hidratacdo ser parcialmente removida, as interacdes biomolécula-
biomolécula tornam-se relevantes levando a formacdo de agregados insoliveis (SCOPES,
1993). O sal mais comumente utilizado é o sulfato de amodnio, devido a sua alta
solubilidade em 4gua, a baixa densidade de suas solu¢des e ao fato de prevenir o
crescimento de bactérias na solugdo (DEUTSCHER, 1990). Entretanto, a unica
desvantagem desse método € a necessidade de um tratamento posterior para a remog¢ao do
sal (via cromatografia de permeacdo em gel ou diélise), além de etapas para a separacdo de
outros contaminantes, o que tende a tornar este processo mais oneroso (PESSOA JR e
KILIKIAN, 2005).

Etapas de precipitacdo com sulfato de amonio foram utilizadas na faixa de saturacdo
de 40% a 80% por Devakate et al. (2009) que recuperaram aproximadamente 80% de

bromelina extraida da fruta abacaxi. A mesma técnica de precipita¢do, porém em uma faixa
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mais estreita de saturacdo do sulfato de amonio (15-37%), foi utilizada para precipitar
bromelina a partir de extratos de folhas da coroa de abacaxi, com aumento de atividade
especifica na ordem de 70% (SINGH et al., 2004). As elevadas recuperagdes de atividades
especificas obtidas nestes trabalhos (com bromelina do fruto e das folhas do abacaxi)
comprovam que a precipitacao por sulfato de amonio pode ser uma parte integrande de um
dowstream processing de bromelina a partir da casca do abacaxi, juntamente com a questao

de seu baixo custo.

2.2.3.3. Cromatografia de Troca I6nica

A cromatografia de troca idnica é uma técnica de purificagdo bastante utilizada
quando a composi¢do da biomolécula € parcial ou totalmente conhecida. Neste ponto é
importante considerar o potencial isoelétrico (pI) da molécula a ser purificada. Na
cromatografia de troca idnica, a separac¢do ocorre de acordo com a carga das biomoléculas.
Foi constatado que esse é o método de purificacio de proteinas mais comumente
empregado. Além disso, € utilizado com muita efetividade pelas industrias de bioquimica
fina e farmacéutica para o escalonamento dos processos de isolamento de vérias proteinas
(SCOPES, 1993).

Desta forma, o conhecimento do pl da biomolécula apresenta fundamental
importancia na caracterizacdo da mesma durante a extracdo e nos estdgios de purificagdo,
informando igualmente o melhor intervalo de pH na caracterizacdo das propriedades da
proteina de interesse. Apesar da disponibilidade de diferentes métodos de purificagdo de
biomoléculas, atualmente a técnica por cromatografia de troca idnica tem sido utilizada
com frequéncia devido ao elevado poder de resolucao da mesma (MORAES et al., 2008).

Os diferentes graus de afinidade eletrostatica entre o trocador e os ions da fase
moével regem esta técnica, que € baseada na adsorcdo reversivel e diferencial dos fons da
fase movel pelo grupo trocador da matriz cromatogréafica. As matrizes trocadoras de ions
que possuem grupos funcionais carregados positivamente trocam contra-ions carregados
negativamente (anions) e sdo chamadas trocadores de anions. Do mesmo modo, matrizes
com grupos funcionais carregados negativamente trocam contra-ions carregados

positivamente (cdtions) e s@o chamadas trocadores de cations. A diferenca de afinidade

13



entre os fons da fase mével e a matriz é devida a diferencas de carga, sendo possivel
controld-la, intensificando-a ou amenizando-as por meio de variacdes no pH e na forga
i6nica da fase mével (SPADARO, 2006).

As resinas de troca idnica pode ter sua composicao baseada em celulose, agarose,
dextrana, silica, poliacrilato, polivinil ou poliestireno ligadas covalentemente a grupos de
carga positiva ou negativa (MORAES et al., 2008). Moléculas com carga de mesmo sinal
que a resina sdo eluidas primeiramente, seguidas por moléculas de cargas opostas, em uma
ordem definida pela magnitude da carga apresentada pela biomolécula nas condi¢des da
cromatografia. Geralmente, escolhem-se valores de pH e de forca idnica (concentragao
salina) que determinem a ligacdo da biomolécula de interesse a resina escolhida (SCOPES,
1993; LADISCH, 2001; PESSOA JR e KILIKIAN, 2006).

Uma das vantagens em se aplicar a cromatografia de troca idnica para a separacio
de purificacdo de biomoléculas, é que as etapas de adsorcdo e dessor¢do (eluicdo) podem
ser efetuadas sob condi¢des amenas, importante para se manter a atividade bioldgica das
biomoléculas. A dessor¢do pode ser feita aumentando-se a concentra¢ao de fons salinos ou
alterando-se o pH do meio. O aumento da concentracdo de fons salinos provoca um
aumento na competi¢do pelos grupos funcionais carregados do trocador de fons e, por
conseqiiéncia, diminui a disponibilidade destes grupos para interacdo com as biomoléculas.
A eluicdo por alteracdo de pH, por sua vez, baseia-se na mudanca da carga liquida das
biomoléculas, com a conseqiiente perda da capacidade de interagdo com a resina por forgas
eletrostaticas. Apés a completa dessor¢ao, a resina € regenerada de tal forma que os contra-
ions originais sejam recuperados € a mesma se encontre pronta para repetir 0 processo.
(SCOPES, 1993; LADISCH, 2001; PESSOA JR e KILIKIAN, 2006).

Harrach e colaboradores em 1998 purificaram duas formas de bromelina de talo de
abacaxi através de processo de purificacdio por FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). Os componentes bdsicos principais foram removidos por cromatografia
de troca catidnica e as fracOes ndo adsorvidas foram posteriormente purificadas por
cromatografia de troca anidnica onde de 15 fracdes proteicas, apenas duas estavam

proteliticamente ativas.
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Devakate et al., 2009 purificaram bromelina da fruta abacaxi através de
cromatografia de troca i0nica, alcancando uma pureza 3 vezes maior quando comparada
com a purificagcdo por precipitacdo com sulfato de amonio.

Bromelina do talo e da fruta foram purificadas por cromatografia de troca i6nica em
leito expandido (em matriz de Amberlite IRA 410) e tiveram um fator de purificacdo de 12
vezes e aumento em mais que 10 vezes na atividade especifica, quando a expansdo do leito
foi de 10 cm (SILVEIRA et al., 2009).

Diante das elevadas recuperagdes de atividades da bromelina obtidas nos trabalhos
acima citados, a cromatografia de troca idnica mostrou-se promissora para a purificagdo de

bromelina a partir da casca do abacaxi.

2.3. BASES DERMATOLOGICAS

Bases dermatoldgicas podem ser definidas como preparacdes semi-sOlidas que
contém um ou mais agentes, medicinais ou cosméticos, de uso externo nas diversas partes
do corpo humano (pele, sistema capilar, unhas, ldbios, etc.) com o objetivo de limpa-las,
perfuma-las, alterar sua aparéncia, corrigir odores corporais e protegé-las ou manté-las em
bom estado. Como exemplos de bases dermatoldgicas, podem-se citar cremes, locdes, géis,
pomadas, xampus, condicionadores, sabonetes liquidos e sérum (ANVISA, 2004).

A incorporagdo de um principio ativo em uma base dermatoldgica visa sua
administracdo tdépica permitindo uma acdo local. Contudo, a habilidade de um farmaco
presente em formulacOes tOpicas em permear a pele depende da sua capacidade de
liberacdo do veiculo para a pele, e da difus@o por esta barreira para seu sitio de acdo. Os
farmacos aplicados na pele para efeito local incluem agentes anti-sépticos, antifiingicos e
antiinflamatodrios, assim como emolientes da pele para fins de protecdo (AUTON, 2005).

A seguir, serdo descritos os principais aspectos tedricos sobre as formulagdes

cosméticas utilizadas neste trabalho: emulsdes (cremes e locoes) e géis.
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2.3.1. Emulsoes: Cremes e Loc¢oes

As emulsdes cosméticas sao constituidas por duas ou mais fases, aquosa e oleosa,
onde uma se dispersa em outra por meio de um tensoativo adicionado a formulacdo e que se
interpde entre as fases. Os componentes da formulacdo se distribuem, de acordo com sua
solubilidade, sendo comumente utilizados dgua deionizada ou destilada, 6leos, gorduras,
tensoativos, espessantes, umectantes, estabilizantes (antioxidantes, corretivos de pH e
conservantes), perfume, corante e substancias ativas.

A grande vantagem deste tipo de preparacdo € a possibilidade de serem
incorporados ativos hidrossoliveis e lipossoliveis sem perda de estabilidade e/ou
modificagdo em suas caracteristicas fisicas finais (SIQUEIRA, 2004). Quanto a fluidez e a
drea anatOémica aplicada, podemos classificar as emulsdes como leite, locdo e creme.
Podem, também, ser classificadas segundo a funcdo (relacionada aos componentes);
aspecto fisico; tipo de sistema 6leo em dgua (O/A), 4gua em 6leo (A/O), emulsdao mdultipla
(O/A/O e A/O/A) e propor¢ao de fase oleosa e aquosa. O sistema cldssico de preparo de
emulsdes envolve o aquecimento das fases a 70-75 °C, mistura sob agitacao e resfriamento
adicional (SIMMONS, 2000 e LEONARDI, 2004). Atualmente, ha disponiveis no mercado
tensoativos poliméricos, que permitem a formacdo de emulsdes a frio, facilitando o

preparo.

2.3.2. Géis

A forma cosmética gel é constituida de um sistema semisé6lido, formado por uma
rede de macromoléculas com fase liquida (oleosa ou aquosa) em seu interior, € que forma
uma dispersdo coloidal de particulas, conferindo aspecto viscoso. Geralmente, as
substancias formadoras de géis sdo polimeros que, quando dispersos em meio aquoso,
doam viscosidade a preparacdo. O tipo de polimero empregado na formulacido do gel pode
influenciar o comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade
fisica do produto, assim como no seu comportamento sobre a pele (liberacdo do ativo pelo

veiculo e formagdo de filme na pele) resultando em diferentes graus de aceitagdo do mesmo
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pelo consumidor (CORREA et al., 2005). A consisténcia dos géis decorre do forte
entrelacamento da fase dispersa que retém e segura o meio de dispersdo em sua rede, a qual
€ responsdvel por sua viscosidade estrutural (AUTON, 2005; ALLEN Jr. et al., 2007).

Dentre as substancias utilizadas como geleificantes neste tipo de formulagao pode-
se citar derivados de celulose (hidroxietil, metil e carboximetilcelulose) e do acido acrilico,
silicatos coloidais de aluminio/magnésio (bentonita e Veegum®), alginatos e
polivinilpirrolidona (CORREA et al., 2005).

Os tipos de géis mais utilizados como formas farmacéuticas de uso tépico sao os
géis hidrofilicos (hidrossolivel, hidrogéis), obtidos pela incorporacio de agentes
geleificantes a 4gua, ao glicerol ou ao propilenoglicol, tais como tragacanto, amido,
celulose, derivados, polimeros de carboxivinil e silicatos de magnésio-aluminio, e os géis
hidrofébicos (oleogéis) constituidos usualmente de parafina liquida com polietileno ou
6leos gordurosos com silica coloidal ou sabdes de aluminio ou zinco. Os géis hidréfilos sdo
mais utilizados ou mais comuns, sendo relativamente pequena a quantidade de preparacdes
apresentadas como oleogéis (PRISTA et al., 1990; DRAELOS, 1999; GENNARO, 2004;
LEONARDI, 2004; FERREIRA e LEITE, 2008).

2.3.3. Desenvolvimento e estabilidade de bases dermatologicas

Diversos fatores podem interferir no desenvolvimento de produtos cosméticos,
contendo ou ndo principios ativos. Fatores como a composi¢@o, as caracteristicas fisico-
quimicas, os estudos de eficicia e de seguranca das matérias-primas e as substancias ativas
incorporadas, além da avaliagdo das possiveis incompatibilidades na formulagdo para o
estabelecimento das especificagdes técnicas do produto final, devem ser avaliadas e
monitoradas de forma a garantir a qualidade do produto final (SIMMONS, 2000 e
SCHUELLER e ROMANOWSKY, 2002). Apés a escolha das formulacdes, torna-se
imprescindivel a realizacdo de testes de estabilidade em diversas condi¢des de temperatura,
luminosidade e umidade (ANVISA, 2004).

Grande atengdo € dada para a utilizacdo de produtos farmacéuticos com base em

substancias ativas naturais devido a provavel utilizacdo segura e impacto ambiental
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reduzido (ROLIM et al., 2006). A incorporagcdo de extratos vegetais em bases cosméticas
requer estudos criteriosos e deve-se levar em conta fatores como a compatibilidade do
sistema, cuidando-se do armazenamento do extrato, da escolha dos solventes utilizados na
sua dispersdo, da temperatura de incorporacdo na formulacdo e do material de
acondicionamento ou embalagem final. Deve-se garantir a estabilidade da formulagao
durante todo o periodo do prazo de validade, mantendo suas caracteristicas dentro das

especificagcdes previamente estabelecidas (BANOV, 2002 e BABY, 2005).
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

3.1.1. Material vegetal

As cascas de abacaxi (Ananas comosus), variedade ‘“Pérola” utilizadas neste estudo
foram gentilmente doadas pelo mercado local. Estas foram previamente lavadas e utilizadas

para a extracao de bromelina.

3.1.2. Reagentes

A bromelina comercial de talo de abacaxi (EC 3.4.22.32) na forma liofilizada foi
obtida da Sigma (EUA) e utilizada como padrao para os experimentos realizados. O
adsorvente DEAE-Sepharose, albumina de soro bovino (BSA), azocaseina, fosfato de sédio
dibésico, persulfato de amonio, glicerol, 4cido citrico e fosfato de potdssio foram
adquiridos da Sigma (EUA). Tris(hidroximetil amino metano) (Tris) e isopropanol foram
adquiridos da Merck (Alemanha). Acido tricloroacético (TCA), 4cido cloridrico, 4cido
acético, metanol e carbonato de sédio foram obtidos da Synth (Brasil). Acrilamida, bis-
acrilamida, dodecil sulfato de sédio (SDS), glicina e N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina
(TEMED) foram obtidos da Bio-Rad (EUA). Azul de bromofenol e ditiotrietol foram
obtidos da Plusone (Suécia). Glutaraldeido e hidréxido de sédio foram obtidos da Nuclear
(Brasil). Acido o-fosférico foi obtido da Ecibra (Brasil). Azul de comassie brilhante G 250,
Carbopol 940 foram obtido da Vetec (Brasil). Os marcadores de massa molecular
(Fosforilase b, 97 kDa; Albumina, 66 kDa; Ovalbumina, 45 kDa; Anidrase carbdnica, 30
kDa; Inibidor de tripsina, 20,1 kDa; a-Lactolbumina, 14,4 kDa) foram adquiridos da GE
Healthcare (EUA). Uniox C, Uniox A, Uniliquid, Chemynol, Uniquelan (EDTA), alcool
cetoestearilico, propilenoglicol, vaselina liquida, glicerina foram obtidos da Chemyunion
(Brasil). Nipagin, nipazol, germall e trietanolamina foram adquiridos da Mix das Esséncias
(Brasil). Lanette N e cetiol V foram obtidos da Casa das esséncias (Brasil). A dgua utilizada
em todos os tampdes e solucdes foi destilada e deionizada. Todos os outros reagentes

quimicos foram de grau analitico.
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3.2. METODOS

3.2.1. Extracao e liofilizacdo de bromelina de casca de abacaxi

As cascas de abacaxi foram moidas sem a adi¢do de dgua ou tampao, utilizando-se
um juicer doméstico. A separacdo do material s6lido foi feita por centrifugacdo a 8000xg
durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi mantido a 4°C e as proteinas foram
precipitadas utilizando-se sulfato de amonio na faixa de 40-80% de saturagdao de acordo
com DEVAKATE et al. (2009). O sal foi lentamente adicionado ao extrato sob constante
agitacdo e apOs a completa adicdo do sal foi mantida a agitacdo por 30 minutos a 4°C. A
suspencao foi centrifugada a 8000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado foi dissolvido no menor volume possivel de tampao fosfato de potdssio 25
mmol L™, pH 7,0. Este material foi dessalinizado através de colunas de gel filtracio (PD-
10, Sephadex G-25 M, GE Healthcare, USA), congelado em nitrogénio liquido e liofilizado

de acordo com o procedimento descrito no manual (Lioalfa 6-80 Telstar, Spain).

3.2.2. Purificacao de bromelina por cromatografia de troca ionica

A cromatografia foi realizada utilizando um sistema cromatografico de baixa
pressdo (Gilson, Franca) a temperatura ambiente com vazdo de 0,5 mL min”'. A coluna
cromatogrifica modelo C 10/10 de 10 mm de didmetro interno X 10 cm de altura (GE
Healthcare, EUA) foi empacotada com leito de 1,0 mL de DEAE-Sepharose. A coluna foi
equilibrada e entdo com o objetivo de estudar a influéncia do tampao na adsorcdo
enzimatica foram utilizados os seguintes sistemas tamponantes: Mcllavine (fosfato de s6édio
dibasico e acido citrico) 25 mmol L'l, pH 5,0; Fosfato de potassio 25 mmol L'l, pH 7,0 and
Tris-HCI 25 mmol L™, pH 9,0. Uma solu¢do de bromelina pré-purificada e liofilizada (0,3
mg mL™") foi preparada em cada um dos tampdes para ser utilizada como alimentacio da
coluna. Apds a injecdo da amostra, a coluna foi lavada com o mesmo tampao até que os
valores de adsorcao a 280 nm fossem zero. A elui¢do foi feita aumentando-se a forga iOnica
do tampdo (pela adicdo de 1,0 mol L' NaCl). Apés cada experimento, a coluna foi
regenerada utilizando-se 50 mmol L' NaOH, seguida pela lavagem com dgua. Durante
todo o experimento fracdes de 2,0 mL foram coletadas, quantificadas em termos de
proteina total e polissacarideos pelos métodos de Bradford (1976) e Dubois (1956),
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respectivamente. As amostras situadas nos picos de proteinas foram agrupadas e medida
atividade enzimadtica da bromelina pelo método da azocaseina (SARATH et al., 1989) e

analisada por eletroforese SDS-PAGE, sob condi¢des desnaturantes e ndo redutoras.

3.2.3. Isotermas de adsorc¢ao de bromelina em gel de DEAE-Sepharose

Para determinacdo de isoterma de adsorcdo de bromelina em gel de DEAE-
Sepharose, foram realizados experimentos a 25°C em tubos Eppendorf contendo 50 uL de
gel como descrito na literatura para outras proteinas (BRESOLIN et al., 2009; BRESOLIN
et al., 2010; BRESOLIN et al.,, 2011; BRESOLIN e BUENO, 2012). O gel DEAE-
Sepharose foi equilibrado com o tampio fosfato de postéssio 25 mmol L™, pH 7,0 e entio
1,0 mL de solugio enzimética (concentracio de proteina total de 0,4 a 14,2 mg mL™" e
atividade enzimatica de 0,3 a 8,2 U mL'l) foram adicionadas nos tubos. Os tubos foram
agitados a 10 rpm por 1 hora para se estabelecer o equilibrio. Apds esse periodo, a
concentracdo de proteina no equilibrio (C*) foi determinada pelo método de Bradford
(1976) e a atividade enzimdtica no equilibrio (A*) foi determinada utilizando-se o método
da azocaseina (SARATH et al., 1989), ambos para a fase liquida.

A massa de proteina adsorvida por volume de gel (mg mL'l), Qrp*, e a atividade
adsorvida por volume de gel (U mL'l), Qa*, foram respectivamente calculadas pela
diferenca entre a quantidade de proteina ou atividade adicionada e a quantidade restante na
fase liquida ap6s o equilibrio dividido pelo volume do adsorvente. O grafico de Qpp* versus
C* e Qa* versus A* sdo as isotermas de equilibrio. Os parametros dos modelos de
Langmuir (Eq. (1)), e Langmuir-Freundlich (Eq. (2)), apresentados na Tabela 1, foram
ajustados utilizando-se o software Origin® (Microcal, EUA).

Os parametros das Eq. (1) e Eq. (2) sdo descritos como: Qp, € a capacidade maxima
de ligacdo de proteinas; Qm|a € a capacidade méxima de ligagdo em termos de atividade; K4
e Kg|a s@o as constantes de dissociacdo; Kqir ¢ Karp|a sd0 as constantes de dissociag@o
aparente e n é o coeficiente de Langmuir-Freundlich, que indica a presenca (n > 1) ou

auséncia (n < 1) de cooperatividade.
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Tabela 1. Modelos de isotermas de adsorcdo utilizados para ajuste dos parametros aos
dados experimentais de proteina total e atividade.

Modelo Proteina total Atividade
Q C* Q.| A*
. k—__m - = __TTA
Langmuir Qqp K,+C* Qu K|, +A* Eq. (1)
C*)" Q.| (A¥)™
Langmuir-Freundlich Qp*= L)n Q,*= |A - Eq. (2)
K, +(C*) K ypp|  +(A%)™

3.2.4. Determinacao da atividade da bromelina

A atividade de protease foi determinada utilizando-se o método da azocaseina
(SARATH et al., 1989). A mistura reacinal continha 0,2 mL de solu¢do de azocaseina 2%
(m/v), 0,2 mL de solucdo enzimadtica diluida apropriadamente no tampao fosfato de
potdssio 25 mmol L, pH 7,0. Apés 10 min de incubacdo a 37°C, a reacdo foi parada pela
adicao de 1,2 mL de solugcdo de TCA 5% (m/v). A mistura foi centrifugada a 6000xg por
10 min. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 440 nm. O branco para zerar o
equipamento foi feito seguindo-se o mesmo procedimento, porém com a auséncia da
enzima. Uma unidade de protease (U) é definida como a quantidade de enzima requerida
para hidrolisar (e solubilizar em TCA) um micromol de equivalente de tirosina por minuto,

a partir de caseina soliivel em condi¢des de ensaio padrao.

3.2.5. Determinacio de proteina total

Determinou-se a concentracdo de proteinas totais nas amostras utilizando o
procedimento descrito por Bradford (1976), com albumina do soro bovino (BSA) como

proteina de referéncia. A intensidade de cor foi medida a 595 nm.

3.2.6. Determinacao de polissacarideos

O polissacarideo presente nas amostras foi determinado pelo método de Dubois

(1956) utilizando glicose como padrdo. Amostras de polissacarideos ficam da cor amarelo-
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alaranjado quando tratados com fenol e 4cido sulftirico concentrado. A cor apresentada

nesta reacdo foi medida a 480 nm.

3.2.7. Eletroforese SDS-PAGE

Amostras de proteinas foram analizadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
na concentragdo de 12,5% sob condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras (sem a presenca de
-mercaptoetanol) de acordo com o protocolo apresentado por Laemmli (1970) utilizando-
se o equipamento Mini-Protean III System (Bio-Rad, EUA). A desnaturagcdo das proteinas
das amostras foi realizada por aquecimento a 100 °C por 10 min. Aliquotas de 15 pL de
cada amostra e 5 pl. de marcador de baixa massa molecular foram aplicadas no gel. O gel
foi submetido a uma voltagem de 180 V, em cuba vertical. A coloragdo do gel foi feita com

nitrato de prata, conforme Morrissey (1981).

3.2.8. Preparacao das bases dermatologicas

As formulagdes avaliadas, apresentadas a seguir, foram aniOnicas: creme e locao
Lanette e gel de Carbopol e ndo-idnicas: creme e lo¢do com formulagdo da Chemyunion.
Em todas as bases foram incorporadas separadamente bromelina purificada no laboratério
0,5% (m/v), bromelina comercial 0,5% (m/v) (controle positivo) e estas mesmas
formulacdes foram analisadas sem incorporacdo de bromelina (controle negativo). Todas as
bases foram armazenadas em frascos de vidro e tampadas. Para medida de atividade
enzimatica, proteina total da enzima incorporada nas bases e pH, foi necessario diluir a

amostra em dgua 10 vezes.

Creme Lanette:

Fase A

Lanette N (A1cO0l CEtOeStArTIICO).....ccoeiurririieeeeeeeicciitieeee e e e e e e e aanrees 15%
Cetiol V (01eato de dECIla).....uuveeeieiieieeiiiiiiiee et e e e e e e trrer e e e e e e e eearraaeees 3%
Oleo Mineral (vaselina HQUIAQ). ... 2%
Nipazol (Propilparabeno)........c.ccecueeeriieeiiieeiieeeieeeeieeesieeesteeesveeesreeesereessreessneesnseeas 0,05%



Fase B

Nipagin (Metilparabeno).......c..eeeuiiiiiiiiriiieiieeie ettt st 0,15%
PropilenogliCOl.........oiiiiiiiee et 5%
AGUA AESHIAA. ... g.s.p. 100%

Colocaram-se todos os reagentes da fase A em um becker e os reagentes da fase B
em outro becker. Aqueceram-se ambas as fases até 70°C e adicionou-se lentamente e sob

constante agitacdo a fase B sobre a fase A. Continuou-se a agitacdo até esfriar.

Locao Lanette

Fase A

Lanette N (4100l CEtOESEAITIICO)......coiviiurriiiiiieie ettt e e e e eestrrre e e e e e e e e enaaanes 6%
Cetiol V (01€ato de dECIIA).....uuvveiiiiiiiiiiieeieei ettt e e e e e e e e eeaaaaneeas 5%
Oleo Mineral (vaselinad HQUIAA). ............o..ouvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 5%
Nipazol (Propilparabeno)..........ccocueeiriieriiieeiieeeiie ettt ettt e st e e sbee e 0,1%
Fase B

Nipagin (Metilparabeno)..........eeeuiiiiiiiiriiieiiieeie ettt st 0,15%
GLICETINA. ..ttt ettt ettt e sb e et e bt e s beesbt e e bt e sbneeabeesaneenneenas 5%
AGUA AESHIAA. ... g.s.p. 100%

Para se preparar a lo¢do Lanette seguiram-se os mesmos passos descritos para a

obtenc¢do do creme Lanette.

Gel de Carbopol

CaTDOPOL Q0. ittt et s e ettt e et e e s bt e e st esaeee s 1%
PropilenOgliCOl........uiiiiiiiie et 5%
Nipagin (Metilparabeno).......cc.eeeciieeiiieeiiieeeiie e eetee et e e e e e e esaeeesreeeneaeeeaneeas 0,15%
Germall 115 (imidazolidinil UTIa)........ccoovuvreeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 0,3%
TrietanOlamiNa........cccueiiiiiiieeiiee et e e e e e e e e e eeaeeeabeeesaeeenes g.s.p. pH~ 5
AQUA AESHIATA. ...t g.s.p- 100%
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Pesou-se o Carbopol 940 e dissolveu-se em dgua no menor volume possivel. Em
outro recipiente misturou-se o nipagin e o propilenoglicol. Misturou-se o conteido dos dois
recipientes, completou-se o volume com &dgua e adicionou-se gotas de trietanolamina até

ajustar o pH.

Creme Chemyunion

Fase A

UNIOX €ttt ettt e et e e bt e e bte e st e e e bbeesabteesabeeesanees 10%
Oleo Mineral (vaselina HQUIAQ). .. 2%
ALCOOL CELOESTEATTIICO ..o eee e e s e es oo eeseseseses e seseseseseesseseseseseeseseseseseaseseas 1,5%
UNIHQUIA. ettt ettt et e neesaneeas 1,5%
(0115311 1 10 ) B SUUUSURRUSRRRPI 0,5%
Fase B

Uniquelan (EDTA)....ooiiieeee ettt ettt s et e s 0,10%
AGUA AESHIATA. ..., g.s.p. 100%

Colocaram-se todos os reagentes da fase A em um becker e os reagentes da fase B
em outro becker. Aqueceram-se ambas as fases até 80°C e adicionou-se lentamente e sob
constante agitacao a fase B sobre a fase A. Manteve-se a temperatura e agitacdo por

aproximadamente 10 min. Continuou-se a agitacdo até esfriar.

Loc¢ao Chemyunion

Fase A

UNIOX ALttt ettt et e b e e st e bt e e a bt e bt e sab e e bt e eab e e bt e sabeebeesabeebeenas 4%
Oleo Mineral (vaselinad HQUIAA).............o.oveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo es oo 2%
AICO0] CELOBSLEAITIICO. .......eoe e eee e 2%
UNIIQUIA ©eeeiviieiie ettt et e et e et e st e e st e e sataeeestaeessseeessaeesseeansseeesneennes 2%
()1 15311 110 ) BSOS SR PSRRI 0,5%
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Fase B

Uniquelan (EDTA)....oo ittt ettt st st 0,10%
PropilenogliCOl.........oiiiiiiiee et 2%
AGUA AESHIATA. ..., g.s.p. 100%

Para se preparar a locdo Chemyunion seguiram-se 0s mesmos passos descritos para

a obten¢@o do creme Chemyunion.

3.2.9. Estudo de estabilidade das bases dermatolégicas

O estudo de estabilidade foi realizado de acordo com as normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), Séries Temadticas: Cosméticos. Guia de

estabilidade de produtos cosméticos (ANVISA, 2004).

a) Teste de centrifugacao
Realizou-se o teste de centrifugacdo com todas as bases estudadas, controle positivo

e negativo a 3000xg durante 30 minutos.

b) Estabilidade Acelerada (Estabilidade normal ou exploratéria)

Realizou-se o teste de estabilidade acelerada com todas as bases que foram
aprovadas no teste de centrifugacdo. O teste foi realizado a temperatura ambiente com e
sem a presenca de luz, em geladeira (4°C) e em estufa (37°C). Foram avaliados os seguintes
parametros: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor, odor e sensibilidade ao tato), pH,
proteina total e atividade enzimética. As amostras foram avaliadas nos tempos: 0, 1, 7, 15,

30, 60 e 90 dias.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados experimentais obtidos nesta tese de
doutorado, bem como a discussio dos mesmos. Os resultados estdo subdivididos em duas
partes. A primeira delas trata dos aspectos inerentes a recuperacdo e purificacdo da
bromelina a partir de residuos de abacaxi (casca), que incluiu operacdes de extragdo,
precipitacao, liofilizacdo e cromatografia. Na segunda etapa, a bromelina purificada foi
incorporada em cinco diferentes bases dermatoldgicas (creme e locdo Lanette, gel de
Carbopol e creme e locao Chemyunion), sendo apresentados e discutidos os resultados dos
testes de estabilidade acelerada das formulagdes, bem como dos controles positivo e

negativo.

4.1. RECUPERACAO E PURIFICACAO DA BROMELINA DE CASCA DE
ABACAXI

4.1.1. Extracao, precipitacao e liofilizacao

Bromelina de casca de abacaxi foi extraida e pré-purificada por precipitagdo com
sulfato de amonio na faixa de 40-80% de saturag@o, onde 75% de bromelina foi recuperada.
Estes resultados estdo de acordo com os dados experimentais reportados por Devakate et al.
(2009) que recuperaram aproximadamente 80% de bromelina da fruta abacaxi por
precipitacdo com sulfato de amonio na mesma faixa de saturacdo. Apds a precipitagido o
material precipitado foi ressuspendido, dessalinizado e liofilizado para estocagem, assim
como recomendado por Maurer (2001). Os resultados de atividade enzimdtica e
concentracdo de proteina total das amostras contendo bromelina antes e apos a liofilizacao

estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Purificacdo de bromelina de casca de abacaxi.

Extrato cru Precipitat¢ao” Liofilizaciio”
Volume (mL) 1800 500 -
Atividade (U mL™)* 0,13 0,35 0,31
Atividade total (U) 234 175 -
Recuperacao de atividade (%) 100 75 -
Proteina total (mg mL™)* 0,25 0,31 0,28
Atividade especifica (U mg'l)e 0,52 1,13 1,11
Fator de purificacdo’ 1 2,2 -

“ Refere-se ao precipitado ressuspendido e dessalinizado (faixa de 40-80%)

b Refere-se a solucdo 1% (M/V)

¢ Atividade da bromelina: Determinada de acordo com o método da Azocaseina, Sarath et al. (1989).
“ Protefna total: Determinada de acordo com o método de Bradford (1976).

¢ Atividade especifica: Atividade da bromelina dividida por proteina total

/Em termos de atividade especifica

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, pode-se observer que a
atividade especifica aumentou 2,2 vezes apds a liofilizacdo (apds precipitado,
ressuspendido e dessalinizado). Quando o fruto do abacaxi foi submetido a mesma faixa de
precipitacdo, porém a dessalinizacdo foi feita por didlise, um aumento similar da atividade
especifica foi obtido por Devakate e colaboradores (2009). Precipitagdo por sulfato de
amonio (15-37%) também foi utilizado por Singh et al. (2004) para precipitar bromelina
das folhas da coroa de abacaxi, com aumento similar de atividade especifica alcancado apds
essa etapa de purificacao.

A eletroforese SDS-PAGE (Figura 2) mostra que a precipitacdo por sulfato de
amoOnio foi capaz de pré-purificar o extrato cru (faixa 1) quando comparado a amostra
presente na faixa 2. Bromelina de casca de abacaxi possue duas massas moleculares,
aproximadamente 20 and 30 kDa, similar a bromelina do talo de abacaxi obtida
comercialmente da Sigma (USA) que foi utilizada como marcador padrdo, que possui a
banda mais intensa em torno de 30 kDa. Entretanto, varios autores caracterizaram a
bromelina do fruto e do talo como tendo massas moleculares na faixa de 24,5 a 37 kDa
(FERREIRA et al., 2011; GAUTAM et al., 2010; SILVEIRA et al., 2009; MURACH]I,
1976; SILVERSTEIN E KEZDY, 1975; WHARTON, 1974; TAKAHASHI et al., 1973;

OTA et al., 1972). Além das diferentes fontes de bromelina (casca, fruta e talo), outros
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pardmetros como a espécie do abacaxi, maturagdo e tamanho, podem também afetar a

quantidade de proteina e atividade enzimatica (BARTHOLOMEW et al., 2003).

97 kDa

66 kDa
45 kDa

30 kDa

20,1 kDa

LMW 1 2 3 4 5 6

Figura 2. Eletroforese SDS-PAGE em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras, utilizando
gel de poliacrilamida 12,5%. Faixas: LMW, marcador de baixa massa molecular (GE
Healthcare); 1, extrato cru; 2, bromelina pré-purificada por precipitacdo com sulfato de
amonio (solu¢do de inje¢do para cromatografia); 3-5, etapas de eluicdo das cromatografias
em pH 5,0, 7,0 e 9,0 respectivamente; 6, marcador de bromelina do talo de abacaxi (Sigma,
USA).

A fim de comparar o efeito do processo de liofilizacao, uma solucao de 1% (M/V)
da bromelina comercial liofilizada (Sigma, USA) foi preparada e atividade e quantidade de
proteina foram determinadas. Os resultados mostraram que a amostra pre-purificada de
bromelina em nosso laboratério tem atividade especifica 3 vezes maior que a amostra de
bromelina comercial (0,38 U mg™), porém, a enzima comercial possui maior quantidade de
proteina total (1,60 mg mL™"). A comparagdo foi realizada utilizando-se bromelina do talo
da Sigma, porque ndo ha bromelina da casca comercialmente disponivel.

A liofiliza¢do visa reduzir o teor de umidade da amostra, que é fortemente
recomendado para fins de armazenamento (MAURER, 2001; DEVAKATE et al., 2009).
Entretanto, devido a algumas perdas de atividade durante o processo de liofilizacdo, a
atividade especifica foi reduzida em 5,2%, semelhante a perda de atividade de bromelina da

fruta relatado por Devakate et al. (2009).
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4.1.2. Cromatografia de troca ionica

Ap6s a pré-purificagdo do extrato de casca de abacaxi, a cromatografia de troca
i6nica foi realizada com o objetivo de aumentar a atividade especifica da bromelina. Foi
utilizado um leito de 1,0 mL de DEAE-Sepharose e foram utilizados os seguintes tampoes a
25 mmol L Mcllvaine, pH 5,0; fosfato de potassio, pH 7,0 e Tris-HCI, pH 9,0. A
bromelina liofilizada foi dissolvida em cada um dos tampdes, a uma concentragdo de 0,3
mg mL”, que entdo foram utilizadas separadamente como alimentacio da coluna
cromatogréfica.

Para todas as condic¢des estudadas, a bromelina permaneceu adsorvida em DEAE-
Sepharose, que € um adsorvente carregado positivamente nos valores de pH estudados. A
bromelina pode ser recuperada na etapa de elui¢do, e menos de 4% das proteinas totais
foram detectadas na etapa de lavagem das cromatografias. De acordo com a eletroforese da
Figura 2, as duas bandas de proteinas do material injetado (massa molecular de
aproximadamente 20 e 30 kDa) foram recuperadas na etapa de elui¢do, independente do pH
e da natureza do tampdo de adsorcdo. Estes resultados demonstram que nao foi possivel
separar essas proteinas nos processos cromatograficos estudados. Entretanto, como
bromelina compreende um grupo de enzimas proteoliticas (ndo apenas uma enzima),
acredita-se que estas sejam duas bandas de enzima, uma vez que a atividade foi mantida
apos a eluigdo.

A bromelina permaneceu adsorvida em DEAE-Sepharose provavelmente por causa
da predominancia de grupos acessiveis carregados negativamente. A bromelina da fruta
possui pl de 4,6 (BARTHOLOMEW, 2003) e os resultados obtidos nas cromatografias nos
leva a supor que a enzima da casca de abacaxi também possui pl < 5,0 (menor pH
estudado). O maior fator de purificacio em termos de atividade foi encontrado na
cromatografia utilizando fosfato de potéssio, pH 7,0. Corzo et al. (2012) encontraram que
valores 6timos de pH da bromelina da fruto estdo em torno de 7,0, utilizando azocaseina e
azoalbumina como substrato para medir a atividade proteolitica.

As fragdes cromatograficas do experimento realizado em pH 7,0 foram analizadas
em termos de proteina total, polissacarideos e atividade enzimatica (Figura 3) conforme
resumido na Tabela 3. De acordo com a Figura 3, a cromatografia pode separar

polissacarideos (que foram detectados na etapa de lavagem) das enzimas (recuperadas na
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etapa de eluicdo). A bromelina eluida foi recuperada com apenas 2,3% de polissacarideos
inicialmente presentes no extrato liofilizado, assim, resultando no aumento da atividade

especifica.
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Figura 3. Cromatograma de 1,0 mL de solucdo de bromelina liofilizada (0,3 mg) utilizando
tampao fosfato de potdssio 25 mmol L-1, pH 7,0 em gel DEAE-Sepharose (leito de 1,0
mL). I: injecdo, L: lavagem, E: eluicdo com 1,0 mol L-1 de NaCl, R: regeneracao.

Tabela 3. Balanco de massa de proteina total, polissacarideos e atividade da cromatografia
realizada com o tampdo fosfato de potdssio 25 mmol L™, pH 7,0.

Proteina total Polissacarideos Atividade Atividade especifica

Etapas
(mg)* (mg)’ L) (Umg™)*
Injecao 0,28 0,88 0,31 1,11
Lavagem 0,01 0,82 0,00 0,00
Eluicdo 0,27 0,02 0,33 1,22
Regeneracao 0,01 0,00 0,00 0,00

“ Proteina total: Determinada de acordo com o método de Bradford (1976).

b Polissacarideos: Determinada de acordo com o método de Dubois (1956).

¢ Atividade da bromelina: Determinada de acordo com o método da Azocaseina, Sarath et al. (1989).
4 Atividade especifica: Atividade da bromelina dividida por proteina total
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4.1.3. Determinacao das isotermas de adsor¢ao da bromelina em DEAE-Sepharose

Uma vez determinadas as melhores condi¢des de purificacdo da bromelina, que
consistiu na utilizacio de DEAE-Sepharose, utilizando o tampao fosfato de potéssio 25
mmol L'l, pH 7,0, foram realizados experimentos em frascos agitados visando a
determinac¢do da isoterma de adsor¢c@o da bromelina em termos de proteina total e atividade
enzimética. Os experimentos foram conduzidos em batelada, a temperatura ambiente (em
torno de 25 °C), visando avaliar parametros termodinamicos como a capacidade maxima de
ligacdo, constante de dissocia¢do, constante de dissociagdo aparente e parametro de
cooperatividade. Estes dados foram avaliados somente em termos de proteina total e
atividade enzimdtica, uma vez que menos de 2,5% de polissacarideos permaneceram
adsorvidos, conforme resultados apresentados na Tabela 3.

Os dados experimentais foram analisados utilizando-se os modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich (Tabela 4). A comparagdo entre o perfil em termos de proteina total

experimental e os modelos ajustados aos dados encontra-se apresentado na Figura 4a.

Tabela 4. Parametros das isotermas de Langmuir e Langmuir-Freundlich para os dados
experimentais de adsor¢ao de bromelina em termos de proteina total.

Parametros Langmuir Langmuir-Freundlich

Qm (mg mL™" gel) 17,0£0,5 15,6 £0.,6
1 (6.8%0,6)x 107 a
Ky (mol L) 5 -
(8,7%0,8) x 10
(6,2+0,6)x 107 a

Kaus (ol L7 _ (7.9 £0,8) x 107
9 - 9 x

n . 1,23+0,10
R? 0,992 0,995
Chi? 0,252 0,170

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, ambos os modelos de
Langmuir e Langmuir-Freundlich descrevem satisfatoriamente os dados de adsor¢do de

bromelina em termos de proteina total. A presenca de cooperatividade positiva (n = 1,23)
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no modelo de Langmuir-Freundlich, pode ocorrer devido a natureza heterogénea da
adsor¢do (interagdes multiponto ou heterogeneidade da superficie), onde uma molécula de
bromelina adsorvida favorece a adsor¢cdo de outras moléculas de bromelina (JOHNSON E
ARNOLD, 1995).

A capacidade maxima de adsor¢do da bromelina (Q,,) em DEAE-Sepharose é de
15,6 e 17,0 mg mL! (46,7 e 50,9 mg g'l; onde 1 mL de gel = 0,33 g de acordo com o
fabricante). Os dois valores de Ky sdo devido ao fato da eletroforese da bromelina
purificada possuir duas bandas de proteinas de diferentes massas moleculares. Estes valores
sao da mesma ordem de grandeza dos valores experimentais para adsorcido de bromelina
em adsorventes de nanoparticulas magnéticas sem recobrimento (MNPs) e nanoparticulas
magnéticas recobertas com quitosana (CS-MNPs) (24,0 and 48,2 mg g'l) reportado por
Song et al. (2011). Entretanto, estes autores também incorporaram o corante Red 120 ao
CS-MNPs, onde aumentaram a capacidade de ligacdo da bromelina nas particulas para
102,6 mg g devido ao efeito misto de diferentes mecanismos de interagdo como interagdes
hidrofébicas, eletrostaticas e pontes de hidrogénio entre o Red 120 imobilizado e as
moléculas de bromelina. O valor da constante de dissociacdo (Kg) foi na ordem de 10° mol
L', similar ao apresentado para o Red 120-CS-MNPs (SONG et al., 2011) indicando que
DEAE pode ser considerado um adsorvente de média/baixa afinidade para adsorcdo de
bromelina (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Dados de isoterma em termos de atividade enzimdtica foram também analizados
utilizando os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich (Figura 4b e Tabela 5). Um
6timo ajuste dos parametros do modelo de Langmuir—Freundlich foi obtido (R? = 0,993).
As capacidades maximas de adsor¢dos (Qm|a) em DEAE-Sepharose foram de 15,7 ¢ 18,8 U
mL". Esses valores sdo aproximadamente duas vezes maiores que os valores obtidos na
adsor¢do de bromelina do talo em Amberlite IRA 410, resina de troca i0nica reportado por
Silveira et al. (2009), onde a capacidade méxima de adsor¢io encontrada foi 9,2 U mL™ de
resina, utilizando o modelo Langmuir. A constante de dissociacdo (Kq|a) € constante de
dissociagdo aparente (Kqpg|a) em termos de atividade foram 0,23 e 0,77 U mL'l, na mesma

ordem de grandeza reportada por Silveira et al. (2009) que foi de 0,59 U mL™".
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Figura 4. Dados experimentais da isoterma de adsorcdo de bromelina em termos de (a)
proteina total e (b) atividade enzimatica em gel DEAE-Sepharose utilizando fosfato de
potdssio 25 mmol L', pH 7,0, a 25°C.
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Tabela 5. Parametros das isotermas de Langmuir e Langmuir-Freundlich para os dados
experimentais de adsor¢do de bromelina em termos de atividade enzimatica.

Parametros Langmuir Langmuir-Freundlich
Qu|a (UmL" gel) 188415 15,7+0,3
Kgla (UmL™) 0,77 £0.22 -
Karrla (UmL™) - 0,23 +0,04
na - 2,66 0,28
R’ 0,928 0,993
Chi’ 3,201 0,352

O parametro de cooperatividade para a atividade (np) foi de 2,66 = 0,28,
confirmando a presenca de efeitos de cooperatividade encontrados na isoterma em termos
de proteina total. A cooperatividade depende da natureza da macromolécula e a presenca de
grupos multifuncionais, onde usualmente ocorre multiplas interacdes com o ligante DEAE.
Forcas atrativas causadas por interagdes laterais ou interagdes proteina-proteina podem
ocorrer devido a natureza heterogénea da adsorcdo por conta de interagdes multiponto,

indica uma reten¢ao mais forte da enzima.

4.2. INCORPORACAO DA BROMELINA EM BASES DERMATOLOGICAS E
ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Sendo a bromelina uma enzima com potencial terapéutico cicatrizante, apds o
processo de purificac@o, incorporou-se a enzima em diferentes bases dermatolégicas com a
finalidade de estudar a sua estabilidade nestas bases sob diferentes condi¢des de
armazenamento e comparar o comportamento da enzima purificada no laboratério com a
enzima comercialmente disponivel. As bases estudadas foram: anidnicas (creme e locao
Lanette e gel de Carbopol) e ndo ionicas (creme e lo¢do com formulacdo da Chemyunion).
Manteve-se fixa em 0,5% (m/m) a quantidade de enzima incorporada em todas as

formulacdes estudadas.
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Para todas as bases estudadas foram realizados os testes de centrifugacao e de
estabilidade acelerada (normal ou exploratéria). A estabilidade foi realizada a temperatura
ambiente com e sem a presenca de luz, em geladeira (4°C) e em estufa (37°C). Foram
avaliados o pH, o teor de proteina total e atividade enzimadtica, bem como as caracteristicas
organolépticas de aspecto, cor, odor e sensacao ao tato. Todas as amostras foram avaliadas

e monitoradas durante 90 dias.

4.2.1. Teste de centrifugacao

Com a finalidade de se observar possiveis instabilidades fisicas nas emulsdes, o
primeiro teste realizado foi o de centrifugacdo, onde uma quantidade conhecida da base
dermatoldgica com e sem bromelina foi submetida a centrifugacdo a 3000xg durante 30
minutos. Nao foram observados sinais de instabilidade em nenhuma das formulagdes. Os

resultados estdo apresentados na Figura 5.

a)
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Figura 5. Foto do teste de centrifugacdo: a) creme Lanette, b) locdo Lanette, c) gel de
Carbopol, d) creme Chemyunion, e) locdo Chemyunion. (1) Base sem bromelina; (2) Base
com bromelina comercial; (3) Base com bromelina purificada no laboratoério.
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4.2.2. Teste de estabilidade acelerada

Com a finalidade de se estimar o tempo de vida util das formulacdes e o prazo de
validade, realizou-se o teste de estabilidade acelerada para todas as bases, analisando-se as
caracteristicas organolépticas, pH, proteina total e atividade enzimadtica, em quatro
diferentes condi¢des: temperatura ambiente com luz solar indireta, temperatura ambiente
sem incidéncia de luz , estufa (37°C) e geladeira (4°C). Tais condi¢des sd@o destinadas a
aumentar a velocidade de degradacao quimica e modificagado fisica de uma substancia e/ou
alteracdoes de caracteristicas de forma farmacéutica, usando condicdes forcadas de
armazenamento. Como todo procedimento de predi¢do, os resultados destes testes de
estabilidade ndo sdo absolutos, tendo, porém, muita probabilidade de sucesso. Tal
probabilidade aumenta quando as condic¢des do teste se aproximam ao maximo daquelas de

mercado e também quando a duracdo do teste é mais longa (ANVISA, 2004)

4.2.2.1. Temperatura ambiente com luz solar indireta

A condicdo de temperatura ambiente com luz solar indireta visa simular a condi¢ao
de mercado na qual o produto estard submetido. Se apds o periodo de validade o produto
ainda estiver em condi¢des adequadas de uso, serd reavaliado um novo prazo de validade,
com o aumento do mesmo. Caso contrério, este prazo devera ser diminuido. Ao se tratar de
uma formulacdo com enzima incorporada, deve-se buscar garantir que a atividade
enzimatica se mantenha em niveis tolerdveis, permitindo, deste modo, sua eficaz aplicagdo.
Desta forma define-se o histérico do produto, que € fundamental para a sua manuten¢ao no
mercado. A vida de prateleira (shelf life), entratanto, é o parametro responsavel pela
definicdo do prazo de validade real.

A seguir encontram-se apresentados os resultados das formulacdes creme Lanette,
locao Lanette, gel de Carbopol, creme Chemyunion e lo¢do Chemyunion: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor, odor e sensibilidade ao tato) nas Tabelas 6 a 10; variacdes de

pH nas Figuras 6 a 10 e variacdes da atividade enzimdtica de bromelina nas Figuras 11 a

15.
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Tabela 6. Caracteristicas organolépticas do creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar

indireta.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 7. Caracteristicas organolépticas da locao Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta.

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 8. Caracteristicas organolépticas do gel de Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar

indireta.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 9. Caracteristicas organolépticas do creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar

indireta.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 10. Caracteristicas organolépticas da locio Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar

indireta.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.

42



0 1 7 15 30 60 90
Tempo (dias)
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Figura 6. Perfil de pH no creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 7. Perfil de pH na locdo Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 8. Perfil de pH no gel Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.

0 1 7 15 30 60 90
Tempo (dias)

M Enzimalaboratério OEnzimacomercial B Base sem enzima

Figura 9. Perfil de pH no creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 10. Perfil de pH na locdo Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.

100%
"R
80 - é

70 - t
60 -
50 - ¢

40 - ¢
30 -
20 -
10 -

0 T T T T )
0 20 40 60 80 100

Atividade remanescente
da bromelina (%)

Tempo (dias)

¢ Enzima laboratério ¢ Enzima comercial

Figura 11. Perfil de atividade enzimética da bromelina no creme Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 12. Perfil de atividade enzimatica da bromelina na lo¢ao Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 13. Perfil de atividade enzimética da bromelina no gel Carbopol durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 14. Perfil de atividade enzimatica da bromelina no creme Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta. As barras de erro
correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 15. Perfil de atividade enzimatica da bromelina na locdo Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura ambiente com luz solar indireta. As barras de erro
correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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4.2.2.2. Temperatura ambiente sem incidéncia de luz

A condi¢ao de temperatura ambiente sem incidéncia de luz solar tem como principal
objetivo ser um controle, uma vez que a luz ultravioleta, juntamente com o oxigénio,
origina a formacdo de radicais livres, podendo desencadear reacdes de o6xido-redugdao
(ANVISA, 2004).

A seguir encontram-se apresentados os resultados das formulacdes creme Lanette,
locdo Lanette, gel de Carbopol, creme Chemyunion e locdo Chemyunion: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor, odor e sensibilidade ao tato) nas Tabelas 11 a 15; variagdes de
pH nas Figuras 16 a 20 e varia¢des da atividade enzimdtica de bromelina nas Figuras 21 a

25.
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Tabela 11. Caracteristicas organolépticas do creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de

luz.
Enzima laboratério Enzima comercial Base sem enzima
Tempo (dias) Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.

Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 12. Caracteristicas organolépticas da locdo Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de

luz.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 13. Caracteristicas organolépticas do gel de Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de

luz.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 14. Caracteristicas organolépticas do creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia

de luz.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 15. Caracteristicas organolépticas da locdo Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia

de luz.
Enzima laboratorio Enzima comercial Base sem enzima
Tempo
. Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade
(dias) Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor Aspecto Cor Odor
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N N N N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N LM LM N N LM LM N N N N N
90 N LM LM N N LM LM N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporacdo da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloragdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrao inicial para o decorrer do teste.
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Figura 16. Perfil de pH no creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 17. Perfil de pH na locdo Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 18. Perfil de pH no gel Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 19. Perfil de pH no creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a
temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianc¢a de 95% nos valores obtidos.
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Figura 20. Perfil de pH na lo¢do Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura
ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 21. Perfil de atividade enzimédtica da bromelina no creme Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 22. Perfil de atividade enzimdtica da bromelina na locao Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 23. Perfil de atividade enzimatica da bromelina no gel Carbopol durante o teste de
estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro correspondem
a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 24. Perfil de atividade enzimatica da bromelina no creme Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro
correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 25. Perfil de atividade enzimatica da bromelina na locdo Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura ambiente sem incidéncia de luz. As barras de erro
correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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4.2.2.3. Estufa (37°C)

Temperaturas mais elevadas tendem a acelerar reagdes fisico-quimicas e quimicas,
ocasionando alteragdes em atividade de componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do
produto. Problemas gerados em funcdo de temperaturas elevadas podem ser decorrentes
também de ndo conformidades no processo de fabricagdo, armazenamento ou transporte do
produto. Segundo recomendado por ANVISA (2004), os limites de temperatura mais
freqlientemente praticados, para testes em estufa, durante o desenvolvimento de bases
cosméticas sao 37, 40, 45 ou 50 °C, com desvio de + 2 °C. Nessas condi¢des, a ocorréncia
de alteracdes fisico-quimicas € freqiiente e até mesmo esperada, portanto os resultados
obtidos devem ser avaliados cuidadosamente.

De acordo com Rasheedi et al. (2003) e Khan et al. (2003), a termperatura 6tima da
bromelina encontra-se ao redor de 37 °C, escolheu-se esta temperatura para a realizacdo
destes experimentos de estabilidade acelerada em temperaturas elevadas.

A seguir encontram-se apresentados os resultados das formulacdes creme Lanette,
locao Lanette, gel de Carbopol, creme Chemyunion e lo¢do Chemyunion: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor, odor e sensibilidade ao tato) nas Tabelas 16 a 20; variagdes de
pH nas Figuras 26 a 30 e variacOes da atividade enzimética de bromelina nas Figuras 31 a

35.
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Tabela 16. Caracteristicas organolépticas do creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de 37°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N LM LM N N LM LM N N N N N

15 N LM LM N N LM LM N N N N N

30 N LM LM N N LM LM N N N N N
60 N M M N N M M N N N N N
90 N M M N N M M N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 17. Caracteristicas organolépticas da lo¢do Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de 37°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N LM LM N N LM LM N N N N N

15 N LM LM N N LM LM N N N N N

30 N LM LM N N LM LM N N N N N
60 N M M N N M M N N N N N
90 N M M N N M M N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.

61



Tabela 18. Caracteristicas organolépticas do gel de Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura de 37°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N LM LM N N LM LM N N N N N

15 N LM LM N N LM LM N N N N N

30 N LM LM N N LM LM N N N N N
60 N M M N N M M N N N N N
90 N M M N N M M N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 19. Caracteristicas organolépticas do creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura de 37°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N LM LM N N LM LM N N N N N

15 N LM LM N N LM LM N N N N N

30 N LM LM N N LM LM N N N N N
60 N M M N N M M N N N N N
90 N M M N N M M N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 20. Caracteristicas organolépticas da locio Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura de 37°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato

0 N N N N N N N N N N N N

1 N N N N N N N N N N N N

7 N LM LM N N LM LM N N N N N

15 N LM LM N N LM LM N N N N N

30 N LM LM N N LM LM N N N N N
60 N M M N N M M N N N N N
90 N M M N N M M N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Figura 26. Perfil de pH no creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de
37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca de 95% nos valores obtidos.
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Figura 27. Perfil de pH na locdo Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de
37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 28. Perfil de pH no gel Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura de
37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca de 95% nos valores obtidos.
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Figura 29. Perfil de pH no creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a
temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos
valores obtidos.
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Figura 30. Perfil de pH na lo¢do Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura
de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca de 95% nos valores
obtidos.
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Figura 31. Perfil de atividade enzimédtica da bromelina no creme Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianc¢a de 95% nos valores obtidos.
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Figura 32. Perfil de atividade enzimatica da bromelina na lo¢ao Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianc¢a de 95% nos valores obtidos.

100 § %

90 -

80 -

70 - 3

60 -

50 - 4 i

40 -

30 5

20 - .

10 - o

0 : : . : ‘
0 20 40 60 80 100

Atividade remanescente
da bromelina (%)

(o 2

Tempo (dias)

¢ Enzima laboratério ¢ Enzima comercial

Figura 33. Perfil de atividade enzimética da bromelina no gel Carbopol durante o teste de
estabilidade a temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confian¢a de 95% nos valores obtidos.
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Figura 34. Perfil de atividade enzimatica da bromelina no creme Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confian¢a de 95% nos valores obtidos.
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Figura 35. Perfil de atividade enzimadtica da bromelina na locdo Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura de 37°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianca de 95% nos valores obtidos.
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4.2.2.4. Geladeira (4°C)

Baixas temperaturas aceleram possiveis alteragdes fisicas como turvacdo,
precipitacdo, cristalizagdo. Problemas gerados, em funcdo de temperaturas baixas, podem
ser decorrentes também de nao-conformidades no processo de fabrica¢do, armazenamento
ou transporte do produto (ANVISA, 2004).

Segundo o recomendado por ANVISA (2004), estes limites de temperatura mais
utilizados, durante o desenvolvimento de produtos, sdo em geladeira (5 °C £ 2 °C), em
freezer (-5°C £2°C, ou-10°C £ 2 °C).

A seguir encontram-se apresentados os resultados das formulacdes creme Lanette,
locdo Lanette, gel de Carbopol, creme Chemyunion e locdo Chemyunion: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor, odor e sensibilidade ao tato) nas Tabelas 21 a 25; variacdes de
pH nas Figuras 36 a 40 e variacdes da atividade enzimdtica de bromelina nas Figuras 41 a

45.
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Tabela 21. Caracteristicas organolépticas do creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de 4°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N NN N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N N N N N N N N N N N N
90 N N N N N N N N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 22. Caracteristicas organolépticas da lo¢do Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de 4°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N NN N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N N N N N N N N N N N N
90 N N N N N N N N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 23. Caracteristicas organolépticas do gel de Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura de 4°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N NN N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N N N N N N N N N N N N
90 N N N N N N N N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 24. Caracteristicas organolépticas do creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura de 4°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N NN N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N N N N N N N N N N N N
90 N N N N N N N N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Tabela 25. Caracteristicas organolépticas da locio Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura de 4°C

Enzima laboratorio

Enzima comercial

Base sem enzima

Tempo
(dias) Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade Aspecto Cor Odor Sensibilidade
ao tato ao tato ao tato
0 N N N N N N N N N N N N
1 N N N N N N N N N N N N
7 N N N N N N N N N N N N
15 N N N N N N N N N NN N
30 N N N N N N N N N N N N
60 N N N N N N N N N N N N
90 N N N N N N N N N N N N

N: Nio modificado; LM: Levemente modificado; M: modificado.
Na incorporag@o da bromelina purificada em laboratério ou comercial, a cor da base apresentou leve coloracdo amarelada, e esta, no tempo zero, foi considerada
como padrdo inicial para o decorrer do teste.
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Figura 36. Perfil de pH no creme Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de
4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 37. Perfil de pH na locdo Lanette durante o teste de estabilidade a temperatura de
4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 38. Perfil de pH no gel Carbopol durante o teste de estabilidade a temperatura de
4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores obtidos.
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Figura 39. Perfil de pH no creme Chemyunion durante o teste de estabilidade a
temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca de 95% nos
valores obtidos.
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Figura 40. Perfil de pH na locdo Chemyunion durante o teste de estabilidade a temperatura
de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianga de 95% nos valores
obtidos.
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Figura 41. Perfil de atividade enzimética da bromelina no creme Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 42. Perfil de atividade enzimdtica da bromelina na locao Lanette durante o teste de
estabilidade a temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 43. Perfil de atividade enzimatica da bromelina no gel Carbopol durante o teste de
estabilidade a temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de confianca
de 95% nos valores obtidos.
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Figura 44. Perfil de atividade enzimdtica da bromelina no creme Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianca de 95% nos valores obtidos.
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Figura 45. Perfil de atividade enzimatica da bromelina na locdo Chemyunion durante o
teste de estabilidade a temperatura de 4°C. As barras de erro correspondem a intervalo de
confianca de 95% nos valores obtidos.
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4.2.3. Discussao geral

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 26, a temperatura € um fator
de extrema importdncia na estabilidade de formula¢des contendo bromelina, pois
temperatura elevada (estufa 37°C) fez com que a enzima degradasse e perdesse
praticamente toda a sua atividade ao longo dos 90 dias de teste (Figuras 31-35), em todas as
bases estudadas, sejam elas com a enzima purificada no laboratério ou a enzima comercial.
Por sua vez quando as bases foram mantidas em baixa temperatura (geladeira 4°C) foi a
condicdo em que houve menor perda de atividade ao longo do teste (Figuras 41-45). A
temperatura ambiente, a perda de atividade enzimdtica foi intermedidria aos valores obtidos
em estufa e geladeira. A incidéncia ou auséncia de luz ndo foi significativa em termos de

perda de atividade enzimatica (Figuras 11-15, Figuras 21-25 e Tabela 26).

Tabela 26. Resumo das atividades remanescentes de bromelina nas bases dermatoldgicas
estudadas apds 90 dias de teste de estabilidade.

Base Tamp COM Tamp SEM Estufa: Geladeira:
luz (%) luz (%) 37°C (%) 4°C (%)
Creme Lanette ' 41,5 41,0 5,0 87,2
Creme Lanette * 42,7 42,4 9,6 84,9
Locdo Lanette ' 38,5 39,5 0,0 71,8
Locdo Lanette 37,5 38,5 0,9 73,8
Gel Carbopol ' 51,2 51,3 2,5 92,3
Gel Carbopol > 50,4 54,0 8,9 95,5
Creme Chemyunion ' 50,0 51,2 2,5 77,5
Creme Chemyunion * 51,2 57,0 4,6 77,7
Logdo Chemyunion ' 44,7 45,9 0,0 67,6
Lo¢do Chemyunion 2 46,8 48,7 0,0 72,3

" Base com bromelina comercial.
? Base com bromelina purificada em laboratério.

As caracteristicas organolépticas (cor e odor) das formulagdes contendo bromelina

comercial ou bromelina purificada no laboratério também sofreram alteracdes com o
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aumento da temperatura. Em temperatura ambiente (Tabelas 6-15) estas caracteristicas
foram levemente modificadas a partir do 60° dia de teste e em estufa (Tabelas 16-20) estas
alteracOes iniciaram-se a partir do 7° dia. Em geladeira ndo houve alteracdo das
caracteristicas organolépticas, como apresentado nas Tabelas 21-25.

Creme e locao Lanette e gel de Carbopol sdo formulacdo anidnicas (carga negativa),
entdo produtos incorporados de carga positiva podem desestabilizar a formulacdo, logo,
estas formulagdes aceitam bem produtos de carga negativa. Segundo Bartholomew et al.
2003, o pl da bromelina € 4,6, entdo, no pH das bases anidnicas estudadas (creme Lanette
6,5, lo¢ao Lanette 6,5 e gel de Carbopol 4,8) a bromelina estava carregada negativamente,
sendo assim compativel com as formula¢des anidnicas .

No gel de Carbopol o pH € mais baixo, em torno de 5,0 e este apresentou o melhor
resultado de estabilidade em termos de atividade enzimadtica (Tabela 26). Acredita-se que
este resultado correu pelo fato do gel de Carbopol ser a base mais 4dcida, uma vez que o
abacaxi € uma fruta acida, mantendo-se assim a enzima ativa por mais tempo € mais
proxima do pH natural.

Os valores de pH ndo variaram significativamente ao longo do estudo para todas as
formulacdes estudadas em todas as condi¢cdes de armazenamento, porém apresentaram
uma leve tendéncia de queda (Figuras 6-10, 16-20, 26-30 e 36-40). As formulacdes
contendo bromelina comercial apresentavam valores de pH mais baixos pois a enzima
comercial foi liofilizada em pH dacido.

Os cremes apresentaram melhores resultados de estabilidade enzimatica do que as
locdes (Tabela 26), pois as lo¢des s@o mais ricas em dgua e a bromelina se autodegrada em
meio aquoso.

Os perfis de estabilidade enzimdtica foram muito semelhantes entre a enzima
purificada em laboratdrio e a enzima comercialmente disponivel como pode ser observado
nas Figuras 11-15, 21-25, 31-35 e 41-45.

Maiores reducgdes na atividade enzimética ocorreram nos testes realizados em estufa
a 37 °C, que justamente € a temperatura 6tima da bromelina (RASHEEDI et al., 2003 e
KHAN et al., 2003). Acredita-se que tal perda de atividade tenha ocorrido devido a
autodegradacdo (autodigestao ou autdlise) da bromelina, por se encontrar em condi¢do de

maxima atividade.
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Miura (2012) estudou o efeito dos adjuvantes técnicos EDTA dissédico, cloridrato
de cisteina e propilenoglicol no aumento da atividade proteolitica da papaina em géis de
Carbopol. A autora realizou teste de estabilidade acelerada das bases contendo papaina nas
temperaturas de 5°C, 26°C e 45 °C durante sessenta dias e concluiu que houve boa
estabilidade fisica, porém observou-se perda dos valores de atividade proteolitica (5°C —
30%, 26°C — 32% e 45°C — 39%). Com o uso dos adjuvantes técnicos houve aumento
considerdvel na atividade proteolitica inicial, porém ndao ocorreu a manutencdo desta
atividade ao longo do tempo de estudo de estabilidade acelerada.

Baby e colaboradores (2007) realizaram teste de estabilidade acelerada em emulsdes
Oleo/dgua contendo extrato de Trichilia catigua Adr. Juss e Ptychopetalum olacoides
Bentham durante 90 dias. Os resultados apresentaram aceitdvel estabilidade a 24°C com e
sem a presenca de luz com perda de aproximadamente 10% de flavonoides totais e a 5°C
houve perda de aproximadamente 5% de flavonoides totais. A 40°C houve degradacdo

acelerada, com perda de aproximadamente 39% de flavonoides totais.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Neste trabalho demonstrou-se que foi possivel purificar bromelina extraida de casca
de abacaxi utilizando precipitagdo por sulfato de amoénio (40-80% saturacdo), seguido por
dessalinizagdo, liofilizacdo e cromatografia em DEAE-Sepharose e 75% da enzima pdde
ser recuperada ativa apds todas as etapas de extracdo e purificacdo. Cromatografia de troca
i6nica em DEAE-Sepharose em pH 7,0 foi capaz de separar polissacarideos da bromelina
na etapa de eluicdo. O ajuste do modelo de Langmuir-Freundlich para dados de adsor¢ao
tanto para proteina total quanto para atividade, mostraram a presenca de efeitos de
cooperatividade entre o ligante DEAE e a bromelina. Foi possivel incorporar bromelina em
creme e locdo Lanette, creme e locdo Chemyunion e gel de Carbopol com atividade
proteolitica remanescente de 84,9%, 73,8%, 95,5%, 77,7% e 72,3% respectivamente apos
90 dias de teste, onde a bromelina permaneceu mais estdvel em termos de caracteristicas

organolépticas e atividade em gel de Carbopol quando armazenada em geladeira (4°C).

84



CAPITULO 6: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, torna-se relevante a continuacdo
da pesquisa envolvendo este tema. Assim, as sugestdes aqueles que dardo continuidade a

este trabalho sao:

1) Teste de citotoxicidade in vitro da bromelina purificada no laboratério e

comparacdo com a bromelina comercial;

2) Teste de citotoxicidade in vitro da bromelina purificada no laboratério e

comercial incorporadas nas bases dermatoldgicas estudadas neste trabalho;

3) Estudar o efeito da adicdo de adjuvantes técnicos visando a potencializagcdo e a

manutencao da atividade proteolitica da bromelina nas bases estudas;

4) Atividade anti-inflamatdria e cicatrizante in vivo da bromelina incorporada nas

bases dermatoldgicas estudadas neste trabalho.
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