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RESUMO - A elevada toxicidade de diversos farmacos administrados de forma
sistémica é devido a baixa especificidade as células doentes, resultando em
efeitos adversos e desconfortos aos pacientes. Uma estratégia promissora para
ampliacdo da eficacia terapéutica e uso clinico dos principios ativos é sua
incorporacdo em sistemas micelares nanoestruturados, os quais sdo
amplamente abordados na literatura como drug delivery system. Dessa forma,
este artigo contempla aspectos relacionados a capacidade de interacdo do
farmaco natural lapachol com dois sistemas micelares (F127 e P123), visando a
obtencdo de um novo medicamento para administracdo sistémica. Para isso,
estudos prévios foram conduzidos para avaliacdo das variacdes que a
agregacdo do lapachol resulta em seu comportamento espectral.
Posteriormente, a interagdo do lapachol com os sistemas drug delivery foi
investigada pelo monitoramento dos espectros de emissao de fluorescéncia do
farmaco. De uma forma geral, os resultados obtidos foram promissores e
enriquecem o arsenal terapéutico atual com uma nova proposta de
medicamento, cujo fdrmaco tem reconhecimento etnofarmacoldgico e
cientifico consagrado.

Palavras-chave: Lapachol, Pluronic®, Naftoquinona, Constante de ligagao.

ABSTRACT - The high toxicity of several systemically administered drugs is due
to low specificity to diseased cells. This results in adverse effects and
discomfort to patients. A promising strategy to enhance the therapeutic
efficacy and clinical use of active ingredients is their incorporation into
nanostructured micellar systems. These nanocarriers are widely addressed in
the literature as drug delivery systems. Thus, this paper discusses aspects
related to the interaction capacity of the natural drug lapachol with two
micellar systems (F127 and P123), aiming to obtain a new drug for systemic
administration. For this, previous studies were conducted to evaluate the
variations that the aggregation of lapachol results in its spectral behavior.
Subsequently, the interaction of lapachol with drug delivery systems was
investigated by monitoring the fluorescence emission spectra of the drug. In
general, the results obtained were promising and enrich the current
therapeutic arsenal with a new medicine proposal, whose drug has established
ethnopharmacological and scientific recognition.

Keywords: Lapachol, Poloxamer®, Naphthoquinone, Binding constant.
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1. INTRODUCAO

O lapachol (LP) é uma Naftoquinona
(NFq) bioativa que pode ser extraida da serragem
de arvores de Ipé roxo, facilmente encontradas
no norte e nordeste brasileiro (Hussain et al.,
2007). O estudo deste composto desperta o
interesse das industrias farmacéuticas devido a
uma série de atividades bioldgicas, como: efeitos
antitumorais, leishmanicidas, bactericidas,
malaricidas, inibidores do  HIV-1, anti-
inflamatérios, tripanocidas, antifungicos, contra
larvas Aedes aegypti, entre outras ((Brandao et
al., 2018; El-Hawary et al., 2021; Medeiros et al.,
2010; Pereira et al., 2006; Pertino et al., 2020).
Além disso, estudos in vitro e in vivo tém
reportado seu acentuado potencial como inibidor
de metastase (Maeda et al.,, 2008; Mendes
Miranda et al., 2021). O uso do Ipé roxo estd
presente na  medicina  popular, sendo
administrado comumente na forma de chas feitos
por infusdo das cascas secas e pulverizadas para o
tratamento de adenocarcinoma, cancer de
esb6fago, intestino, pulmdes, cabeca, prdstata,
doenca de Hodgkin, leucemia, lUpus e infec¢des
de natureza parasitarias, incluindo a malaria
(Branddo et al., 2018). Amparados nos beneficios
terapéuticos, atualmente o laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE)
comercializa cdpsulas gelatinosas contendo 250
mg de lapachol como auxilio no tratamento do
cancer.

Embora o lapachol tenha beneficios
consolidados, seu pequeno tamanho molecular
pode favorecer a passagem indesejada pelo
endotélio (Vieira and Gamarra, 2016). Como
consequéncia, ocorre toxicidade tanto em células
sadias quanto nas doentes, acarretando em
efeitos colaterais nos pacientes e requerendo
maiores frequéncias de administracdo do
medicamento para a  manutencdao da
concentragdo terapéutica (Rao et al., 1968). Uma
estratégia que tem reduzido os efeitos adversos é
a incorporagdao dos farmacos em sistemas de
entrega, amplamente chamados de drug delivery
systems. Apds a encapsulagdo do farmaco em
matrizes de liberagdo, as dimensées dos sistemas
tornam-se inapropriadas para atravessar as
paredes dos vasos de regiGes sadias do
organismo. No entanto, sabe-se que as regibes
acometidas por inflamagdes ou dareas tumorais
tém as células endoteliais com microvasculatura
descontinua, o que torna facilitada a entrada e
retencdo (atividade linfatica ineficiente) de
nanoplataformas contendo o principio ativo. Essa
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é uma estratégia de vetorizacdo passiva
amplamente reportada na literatura e conhecida
como efeito de permeabilidade e retencdo
aumentada (efeito EPR; do inglés enhanced
permeabilility and retention effect) (Dotivo et al.,
2021).

Como sistemas drug delivery, as micelas
poliméricas da classe dos Pluronic®, constituidas
pelos copolimeros tribloco F127 e P123, recebem
destaque (Combuca da Silva Junior et al., 2019;
da Silva Souza Campanholi et al., 2020). A minima
toxicidade  sistémica, maior tempo de
permanéncia no sistema circulatério, distribuicdo
estreita de tamanho e maior estabilidade do
farmaco incorporado tornam esses sistemas
protagonistas em publica¢Oes cientificas em todo
mundo (da Silva Souza Campanholi et al., 2020;
George, 2011; Gerola et al., 2017; Zarrintaj et al.,
2020). Esses drug delivery systems sdo
constituidos por arranjos de poli(éxido de
etileno) (POE) e poli(éxido de propileno) (POP),
organizados em uma estrutura tribloco do tipo
POE-POP-POE (Fig. 1) (Agafonov et al., 2019).

Figura 1. Representacdo da incorporacdao do
lapachol na micela copolimérica.
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Em meio aquoso e em concentracbes
relativamente baixas, as cadeias dos copolimeros
em bloco existem na forma de unimeros.
Entretanto, em condicdes superiores a
temperatura micelar critica (TMC) e concentracgdo
micelar critica (CMC) esses sistemas se organizam
e formam micelas nanoestruturadas, compostas
por microdominios hidrofilicos (corona) e
hidrofébicos (core) (Fig. 2) (da Silva Souza
Campanholi et al., 2020).
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Figura 2. Representagdo das micelas de F127 e

P123 e processo de micelizacao.
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Sua organizacdo estrutural é uma
propriedade particular que confere a esses drug
delivery systems acentuada capacidade de
estabilizar farmacos de diversas naturezas
guimicas (Campanholi et al., 2018).

Dessa forma, considerando os beneficios
terapéuticos amplamente relatados para o
lapachol, o presente trabalho aborda a
capacidade de incorporacdo deste farmaco em
nanoplataformas drug delivery compostas por
micelas de F127 e P123, visando a obtencdo de
uma formulacdo biomédica (medicamento)
estdvel e promissora para futuros testes in vitro e
in vivo.

2. DESENVOLVIMENTO

O lapachol (Cy5H1405, massa molar 242,27
g.mol™) foi extraido a partir da serragem do Ipé
roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl.) de madeira obtida no Campus da
Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.
A extracdo foi realizada com solugdo saturada de
carbonato de sodio e agitacdo/maceracdo
periédica durante aproximadamente 1 h. Logo
apds, a suspensdo foi filtrada e o filtrado
acidificado com 4cido cloridrico 6 mol.L™. O
so6lido amarelo obtido passou por filtracdo a
vacuo, lavagem com agua destilada a baixas
temperaturas e recristalizagdo com etanol. O
rendimento médio obtido foi de 1 % (m/m). A
caracterizacdo do lapachol foi realizada por ‘H
NMR (Varian, espectrémetro Gemini, 300 MHz) e
13C NMR (75,45 MHz) em cloroférmio deuterado
(CDCl3), sendo os resultados concordantes com a
literatura. Detalhamentos do processo de
extracdo e caracterizacdo foram fornecidos em
publicacdo anterior (Campanholi et al., 2018).

Os copolimeros micelares Pluronic® P123
(massa molar 5.800 g.mol™) e F127 (massa molar
12.600 g.mol™) foram comprados da Sigma-
Aldrich. Todo etanol utilizado foi previamente
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purificado por destilacdo a pressdo atmosférica e
posteriormente armazenamento em peneira
molecular de 3A ativada.

Estudo do comportamento agregacional do
lapachol

Os estudos de agregacdo foram realizados de
forma prévia para identificar as propriedades
espectroscopicas (via absorcdo eletrénica UV-Vis
e emissdo de fluorescéncia) do estado
monomérico (solubilizado) ou autoagregado do
lapachol (aglomerado de moléculas da NFq). Para
isso, misturas dos solventes foram preparadas
nas composi¢des 0, 20, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
100 % (v/v) de &4gua em etanol. Para cada
composicdao de solvente, foi adicionado lapachol
suficiente para obter a concentracdo de 4,6x10°
mol.L™ para os estudos monitorados por
absorc3o eletrénica UV-Vis e 5x10° mol.L™ para
obtencdo de espectros de emissdo de
fluorescéncia. Os espectros foram coletados apds
15 minutos de estabilizacdo do preparo da
solucdo, a 30,0 °C (Vilsinski et al.,, 2015). As
informacdes espectrais coletadas servirdo como
ferramenta para posterior compreensdo do
comportamento do lapachol na presenca das
micelas de F127 e P123.

Interagdao do Lapachol com micelas de F127 e
P123

O experimento foi conduzido a partir de
uma solugdo de lapachol na concentracdo 2x10®
mol.L™ preparada em meio aquoso, com pH 7,0.
Essa solucdo foi adicionada a uma cubeta de
quartzo com as quatro faces polidas, onde
recebeu continuamente pequenas aliquotas de
solucdo aquosa do copolimero micelar F127,
preparada na concentragdo 4% (m/v). A cada
adicdo de solucdo de copolimero, espectros de
absorcdo eletronica UV-Vis e emissdo de
fluorescéncia foram coletados na temperatura de
30,0 °C. Posteriormente, o maximo de emissdo de
fluorescéncia do lapachol foi plotado em fungao
da concentragdo do copolimero F127 para ajuste
da isoterma obtida. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando uma nova solucdo de
lapachol na mesma concentra¢do e uma solugdo
aquosa micelar de P123 4% (m/v) para as adi¢bes
sequenciais de copolimero. O valor da constante
de ligacdo foi determinado a partir da Eq. 1
(Caetano et al., 2000).
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Onde F corresponde a intensidade de
fluorescéncia, Ff emissao da NFq ligada ao
surfactante, F, a emissdo na auséncia de
surfactante, [S] a concentracdo de surfactante,
CMC a concentragdo micelar critica e n o nimero
de molécula de lapachol por micelas
copoliméricas.

Os estudos de interacdo do lapachol com
0s sistemas micelares F127 e P123 foram
realizados em dois tempos. Com o objetivo de
avaliar a interagdao primaria lapachol-micela,
medidas foram obtidas logo apds a adicdo dos
copolimeros F127 e P123. Estudos
complementares foram realizados com medidas
coletadas apés 48 h, visando conhecer o
comportamento  lapachol-micela apds a
estabilizacdo termodindmica. Nessa situacdo
foram preparadas solugcdes individuais de
lapachol em para cada adi¢do/concentracdo do
copolimero micelar. As solu¢ées foram mantidas
em repouso, na temperatura ambiente, durante
48 h. Posteriormente, as analises
espectroscopicas de cada solucdo foram
realizadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da polaridade do solvente pode
causar diversas mudancas no comportamento de
absor¢cdao dos compostos, podendo atuar como
uma importante ferramenta para compreensdo
da dinamica estrutural do farmaco quando
exposto a ambientes fisioldgicos (Etienne et al.,
2014; Kiani et al.,, 2020). Para esse contexto,
avaliagcdes envolvendo misturas bindrias agua e
etanol sdo recorrentes na literatura e atuam na
identificacdo de possiveis formas autoagregadas
dos farmacos. Espécies autoagregadas sdo
formadas quando interagdes ndo covalentes
farmaco-farmaco superam as forcgas de interacdo
farmaco-solvente, levando a baixa solubilidade e
possiveis precipitados. Esses estudos sdo
fundamentais para posterior comparagdo e
elucidacdo dos fendmenos de monomerizagdo ou
autoagregacdo que podem ocorrer apds a
incorporagdo do lapachol nos sistemas micelares
de F127 e P123 (Murakami, 2002; Vilsinski et al.,
2015). Os espectros de absor¢do eletronica e
emissdo de fluorescéncia do lapachol nas
diferentes porcentagens agua/etanol (v/v) sdo
apresentados na Fig. 3.
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Figura 3. (A) Espectros de absorcdo eletronica do
lapachol (4,6x10 mol.L™) variando a proporgdo
de etanol e dagua, (B) An.x de absorcdo, (C)
espectros de emissdao de fluorescéncia do
lapachol (5,0x10° mol.L™) variando a proporcdo
agua e etanol, e (D) A.x de emissdo. Os espectros
de emissdao foram obtidos com A.,c= 225 nm,
fenda 10/10 nm. A seta indica a direcdo da
variacdo espectral com o aumento do teor de
agua no sistema.
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Pode-se verificar a partir dos
espectros de absorcdao eletrénica UV-Vis do
lapachol (Fig. 3A) a auséncia de deslocamentos
significativos nos comprimentos de onda de
mdxima absor¢do com o aumento da polaridade
do meio. Em termos de intensidades de absorcao,
notou-se um aumento continuo acompanhado de
alargamento das principais bandas até
aproximadamente 80% (v/v) de agua (Fig. 3B).
Igualmente, os espectros de emissdo de
fluorescéncia nestes sistemas (Fig. 3C-D)
mostraram um aumento nas intensidades na
regido de 290 e 340 nm, mais pronunciado até
40% (v/v) de agua. Essas variagOes
espectroscopicas (Fig. 3A-D), dependentes das
propor¢cdes de agua e etanol, podem estar
vinculadas ao processo de solvatacdo
preferencial, que considera a presenca de trés
espécies na mistura bindria de solventes (agua,
etanol e clusters, compostos pela associacdo
agua-etanol) ((Delgado et al., 2011; Farajtabar et
al.,, 2011; Pal et al.,, 2021). Dados referentes a
sistemas mistos dgua-dlcool e solvatagdo
preferencial foram anteriormente preconizados
na literatura e avaliados em termos das
interacdes soluto-solvente e solvente-solvente
(Farajtabar et al., 2011). Nesse aspecto, o
aumento continuo da absorbancia da NFq até a
propor¢do de 80% (v/v) de agua (Fig. 3A-B)
sugere diferengas entre a composi¢do da camada
de solvatagdo e o seio da solugdo. Nessa
condicdo, o lapachol, acomodado em uma esfera
de solvatacao particular, pode ser solvatado por
efeitos de interagdes ndo especificos (interagdo
preferencial com o componente de maior
constante dielétrica “enriquecimento dielétrico”)
e interacGes especificas, como ligacdes de
hidrogénio (Ghoneim, 2001; Jézefowicz, 2011).
Tratando-se ainda da Fig. 3A, pode-se notar uma
reducdo do maximo de absor¢do do lapachol em
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250 nm e um aumento da intensidade em 279
nm entre 80 e 100% (v/v) de &gua. Esse
comportamento pode estar associado a efeitos
agregacionais e a pequenas variacdes de pH no
sistema, que resulta em mudangas na proporgao
relativa das formas protoliticas da espécie (pKa
do lapachol proximo a 6,2) (Campanholi et al.,
2018). A porcentagem de agua agregacional
critica para o lapachol (porcentagem limite em
gue ndo se verifica autoagregados) (Gracetto et
al., 2010), encontra-se na regido de 80 % (v/v) de
agua.

Apds compreender o comportamento do
composto em meios concentrados em 4gua,
estudou-se a interagdo primaria da NFgq com os
copolimeros micelares, sistemas
nanoestruturados biocompativeis que objetivam
garantir ao lapachol maior estabilidade e
biodisponibilidade em administracGes
intravenosas (Rangel-Yagui et al., 2005; Vieira
and Gamarra, 2016). A afinidade da NFq com os
Pluronic’ (Fig. 1) foi estimada pela constante de
ligacdo (Ky), parametro obtido a partir de ajustes
que consideram a variacdo na intensidade de
emissdo em funcdo da concentracdo do
copolimero micelar, considerando os parametros
CMC (concentracdo micelar critica) e n (niUmero
de micelas por moléculas de NFq) (Caetano and
Tabak, 1999; Pellosi et al., 2013) (Eq. 1). Os
espectros de emissdo de fluorescéncia do
lapachol encontram-se apresentados no Fig. 4.

Figura 4. (A) Espectros de emissdo de
fluorescéncia do lapachol (2,0 umol L) com a
adicdo de aliquotas de solugdo com micelas de
P123 e F127, (B-C) maximos de emissdo de
fluorescéncia em funcdo da concentracdo de
copolimero micelar adicionado. Espectros obtidos
usando Aq= 230 nm e fenda 10/10 nm).
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Com base na Fig. 4A pode-se verificar
baixa intensidade de emissdo de fluorescéncia do
lapachol em meio aquoso, fato justificado pelo
efeito da autoagregacdo e processos de
supressdao de fluorescéncia por moléculas de
agua (Gracetto et al.,, 2010; Kyrychenko et al.,
2011; Lakowicz, 2006; Lopez Arbeloa et al., 1993).
A adicdo subsequente de aliquotas do Pluronic®
permitiu um aumento nas intensidades de
emissdo da NFg no tempo inicial (Fig. 4A-C). Esse
fato pode ser associado a redugdo da supressao
por moléculas de dgua concomitante a efeitos de
monomerizagdo decorrentes da particao da NFq
para microambientes micelares, que levam a
recuperacdo da fluorescéncia (Alexandridis and
Alan Hatton, 1995). A semelhanca entre as
isotermas de ligacdo apds a estabilizacdo
termodindmica (48 h) mostrada na Fig. 4B
reporta a auséncia de efeitos temporais
consideraveis de redistribuicdo da NFq com o
passar do tempo (Vilsinski et al., 2015). Para o
sistema obtido em F127 (Fig. 4C) verificou-se
efeitos similares, os quais demonstraram
associagao imediata a micela propiciando a
desagregacao e redistribuicdo no microambiente
micelar durante um processo primario de liga¢do.
Entretanto, as medidas apds 48 h mostraram
processos de reorganizacgao estrutural da NFg no
microambiente do nanocarreador F127 (Vilsinski
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et al., 2015). Os dados de absorcdo eletronica UV-
Vis para o lapachol em F127 apds 48 h
corroboraram com a hipotese de agregacdo,
evidenciado pela diminuicdo e alargamento das
principais bandas de absorcdo eletronica (dados
ndo mostrados).

Os valores de K, refletem a interacao
da NFq com as nanoplataformas de liberacao
(Tab. 1). Os dados foram obtidos considerando a
Eg. 1 para as Figuras 4B-C no tempo inicial. As
isotermas no tempo de equilibrio ndo puderam
ser ajustadas devido a complexidade do perfil de
interacdo (Hosseinzadeh et al., 2008; Moore et
al.,, 2007; Vilsinski, 2013). Os valores de K,
considerados foram aqueles que ofereceram a
melhor qualidade do grafico de residuos regular
obtido nos ajustes nao lineares.

Tabela 1. Valores de K, do lapachol com sistemas
micelares P123 e F127 no tempo inicial.

LP/F127 LP/P123
Ky (10° L.mol™) 16,80+0,80  1,28+0,03
CMC (10°mol.L")  4,41+0,90 29,6043,90
N 1,000+0,001  1,000+0,001

Segundo os dados apresentados na Tab. 1
pode-se verificar maior interacdo do lapachol
com o copolimero F127 no tempo inicial, uma vez
que para esse sistema foi obtido maior valor de
Kp. Sabe-se que micelas de F127 apresentam o
segmento POE com maior extensdo (Fig. 2)
comparadas as micelas P123 (Campanholi et al.,
2018). Dessa forma, regido por seu carater
anfifilico (Campanholi et al., 2018), o lapachol
pode ter encontrado um ambiente suscetivel
para acomodacdo e estabiliza¢do inicial na porgao
hidrofilica das micelas de F127. Os valores de n
(Tab. 1) foram préoximos da unidade e referem-se
ao numero de lapachol por micela, indicando a
presenca de aproximadamente uma molécula de
farmaco solubilizada por micela copolimérica. Os
valores de CMC verificados (Tab. 1) foram
razoaveis, tanto para o F127 (CMC literatura na
ordem de 10°) quanto para o P123 (CMC
literatura na ordem de 10°) (Alexandridis and
Alan Hatton, 1995; Su et al., 2002).

De uma forma geral, os estudos de
ligagdo do lapachol com os sistemas
nanoestruturados F127 e P123 mostraram
viabilidade na obtencdo do sistema lapachol-
micela. Essa é uma situacdo que pode trazer
grandes beneficios terapéuticos e melhor
aproveitamento das propriedades do farmaco,
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uma vez que os efeitos de toxicidade tendem a
ser reduzidos (Vieira and Gamarra, 2016).

4. CONCLUSAO

A solubilidade do lapachol mostrou-se
depende da polaridade do meio, sendo a
porcentagem de d4gua agregacional critica
préoxima de 80% (v/v). Tanto as micelas de F127
quanto P123 foram capazes de incorporar e
estabilizar o lapachol, condicdo esta que pode
trazer uma série de beneficios terapéuticos.
Amparados nos dados obtidos e no
conhecimento etnofarmacolégico e cientifico
consagrado do farmaco, pode-se considerar os
sistemas nanoestruturados F127/Lapachol e
P123/Lapachol como potenciais medicamentos
para futuros estudos in vitro e in vivo.
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