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RESUMO 

 

O lapachol é um bioativo com diversas atividades, conhecido principalmente pela sua ação 

anticâncer, porém possui baixa solubilidade em água o que dificulta sua utilização, pois para 

atingir sua eficiência terapêutica são necessárias altas doses que resultam em efeitos colaterais 

graves. A utilização de copolímeros para a solubilização de fármacos pouco solúveis em água 

vem sendo estudada devido sua eficiência no processo de diluição e biocompatibilidade. O 

objetivo deste trabalho é investigar os copolímeros F127, E65S9E65 e suas misturas quanto a sua 

capacidade de solubilização do lapachol, perfil de liberação e citotoxicidade. A solubilidade foi 

estimada por UV-Vis. Os copolímeros puros e suas misturas com e sem bioativo foram 

caracterizados pelas técnicas de infravermelho (FT-IR), raios-X, DSC, tamanho de partícula e 

por espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer). O lapachol foi caracterizado por FT-IR, DSC, 

CLAE e RMN. Foram também investigadas as atividades antioxidante e de inibição da enzima 

acetilcolinesterase, bem como a realização do ensaio citotóxico utilizando células cancerígenas 

do sistema S970 com e sem bioativo. A mistura S970 foi utilizada, pois apresentou os melhores 

resultados: a maior capacidade de solubilização (Scp), capaz de aumentar em mais de 33 vezes 

a solubilidade do lapachol, baixo valor de concentração micelar crítica (cmc), pequeno tamanho 

de partícula e polidispersividade, além de apresentar um processo de solubilização 

energeticamente favorável com valores de energia de Gibbs da solubilização (ΔG°S) menor que 

zero. O sistema S970LA apresentou atividade antioxidante, de inibição da enzima 

acetilcolinesterase e toxicidade para linhagens de células de câncer de próstata, colorretal e 

leucemia, além de capacidade de retardar a liberação do lapachol, apresentando mecanismo de 

liberação Transporte Super Caso-II. Dessa forma o sistema é promissor para o carreamento do 

lapachol e pode auxiliar no tratamento de várias enfermidades como câncer. 

 

Palavras-chave: Lapachol. Copolímeros. Solubilidade. Citotoxicidade. 

 

 
 
 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Lapachol is a bioactive with several activities, known for its anticancer action, but has low 

solubility in water which makes it difficult to use, may be more effective therapeutically. The 

use of copolymers for drug solubilisation in water solution is being studied for its efficiency in 

the dilution and biocompatibility process. The objective of this work is to investigate the 

copolymers F127, E65S9E65 and their mixtures regarding their ability to solubilise the bioactive 

lapachol, release profile and cytotoxicity. Solubility was estimated by UV-Vis. The pure 

copolymers and their mixtures were characterized by infrared (FT-IR), X-ray, DSC, particle 

size and dynamic light scattering (Zetasizer). Lapachol was characterized by FT-IR, DSC, 

NMR. The antioxidant and inhibitory activities of the acetylcholinesterase enzyme were also 

investigated, as well as the cytotoxic assay using cancer cells from the S970 system with and 

without bioactive. The S970 mixture was used, as it presented the best results: greatest 

solubilisation capacity (Scp), capable of increasing the drug solubility by more than 33 times; 

low value of critical micelle concentration (cmc); small particle size and polydispersity; in 

addition to presenting an energetically favorable solubilisation process with Gibbs energy 

values of the solubilisation (ΔG°S) less than zero. The S970LA system showed antioxidant 

activity, inhibition of the enzyme acetylcholinesterase and toxicity to cell lines of prostate, 

colorectal and leukemia cancer, in addition to the ability to delay the release of lapachol, 

presenting Super Case-II transport release mechanism. Thus, the system is promising for 

carrying lapachol and to assist in the treatment of various diseases such as cancer. 

 

Keywords: Lapachol. Copolymers. Solubility. Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A baixa solubilidade de bioativos é um dos problemas enfrentados pela indústria 

farmacêutica, pois a diminuta solubilidade de um ativo pode estar relacionada com a sua baixa 

biodisponibilidade, sendo necessária uma maior dosagem o que leva a algumas adversidades 

como o aumento da toxicidade, dificuldade em conceber formulações e maior custo de produção 

(SHAH, 2006). 

Existem diversas abordagens envolvendo nanotecnologia que podem ser utilizadas 

para auxiliar na administração de bioativos pouco solúveis, dentre estas as micelas poliméricas 

vem sendo bastante utilizada como um meio de otimizar a liberação de bioativos como 

doxorubicina (CAGEL et al., 2017), efavirenz (CHIAPPETTA et al., 2011), ácido gambógico 

(HUSSAIN; SAXENA, 2012), nimodipina (SOTOUDEGAN et al., 2016) e griseofulvina 

(OLIVEIRA et al., 2015). 

Um exemplo de bioativo pouco solúvel é o lapachol, que apresenta diversas 

atividades, sendo conhecido principalmente pela sua atividade anticâncer, no entanto devido 

sua baixa biodisponibilidade são necessárias altas doses para atingir seu potencial terapêutico 

levando a efeitos colaterais graves (EPIFANO et al., 2014). 

Misturas binárias de copolímeros com diferentes hidrofobicidades vêm sendo 

estudadas quanto ao seu potencial de solubilização de bioativos pouco solúveis em meio 

aquoso. Segundo Lee et al. (2018), a mistura de copolímeros com diferentes hidrofobicidades 

possui maior capacidade de aumentar a solubilidade de bioativos quando comparadas aos 

sistemas micelares formados por copolímeros isolados.  

Nesse contexto, misturas binárias de copolímeros em bloco mostram-se 

promissores como nanocarreadoras de bioativos pouco solúveis em água. Assim, este trabalho 

propõe o estudo de micelas formadas pelos copolímeros triblocos E65S9E65, F127 e suas 

misturas buscando desenvolver sistemas para o carreamento do lapachol. Até o momento, não 

foi encontrado na literatura trabalhos reportando o estudo de misturas binárias para auxiliar na 

administração deste bioativo, apesar do elevado número de artigos sobre sistemas micelares 

(Figura 1). Também foi investigado possíveis aplicações farmacológicas para o nanosistema 

desenvolvido. 
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Figura 1 – Pesquisa bibliográfica 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

1.1 Lapachol 

 

As quinonas que representam um grande grupo de substâncias presentes em várias 

famílias de plantas, fungos, líquens e bactérias, são classificadas de acordo com o sistema 

aromático básico, como benzoquinona, antraquinonas e naftoquinonas (LEMOS et al., 2007). 

Um exemplo de naftoquinona é o lapachol (2-hidroxi-3- (3-metil-2-butenil) -1, 4-naftoquinona) 

encontrado em plantas da família Bignoniaceae como o Ipê roxo (AUCÉLIO et al., 2013). A 

Figura 2 apresenta a estrutura química do lapachol.  

 

Figura 2 – Estrutura química do lapachol. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

O lapachol foi isolado pela primeira vez em 1882 pelo químico italiano Emanuele 

Paternò da casca da árvore Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb da família Bignoniaceae, 

seu nome é derivado do termo “lapacho”, nome pelo qual essa planta é comumente conhecida 

no Brasil, onde também é chamada de “pau d'arco” (EPIFANO et al., 2014).  
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Este ativo é um pó amarelo fracamente ácido com pKa de aproximadamente 6,2 

(CAMPANHOLI et al., 2018) e apresenta baixa solubilidade em água (2 mg/L a         25 °C). 

Sua solubilidade é influênciada pelo pH, variando de 1,5 µg/ml em pH 4 a 5 mg/ml a pH 10 

(LUI et al., 1985; TABOSA et al., 2018). 

Em solução aquosa, o lapachol apresenta uma mudança de cor típica de um 

vermelho intenso em condições alcalinas para amarelo quando o pH diminui abaixo de 5–6, 

nessas condições de pH começa a precipitar como um pó amarelo (SEGOLONI; DI MARIA, 

2018).  

A literatura apresenta várias atividades associadas a este ativo incluindo 

antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2013), antifúngica (SILVA et al., 

2016), moluscicida (RIBEIRO et al., 2009), leishmanicida (TEIXEIRA et al., 2001), 

antimalárico (DE ANDRADE-NETO et al., 2004), anti-inflamatório (ALMEIDA et al., 1990), 

analgésico (GRAZZIOTINV et al., 1992), anticâncer (SILVA et al., 2014), larvicida 

(RODRIGUES et al., 2005), imunossupressor (PERES et al., 2017), efeito gastroprotetor 

(THEODULOZ et al., 2012), inseticida (BORGES et al., 2019) e antiviral (OGUNTADE; 

RAMHARACK; SOLIMAN, 2017). 

Devido sua baixa solubilidade em meio aquoso, apresenta baixa biodisponibilidade 

e desta forma são necessárias doses elevadas do lapachol para atingir sua eficácia terapêutica 

resultando em efeitos colaterais graves, tais como náuseas e doenças intestinais, além de 

funcionar como um agente hemorrágico (FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003; 

SEGOLONI; DI MARIA, 2018). 

 

1.2 Sistemas poliméricos  

 

Os sistemas micelares são formados pela automontagem de copolímeros anfifílicos 

em meio aquoso ocorrendo quando a concentração de polímero em meio aquoso está acima da 

concentração micelar crítica (cmc). São constituídos por um núcleo hidrofóbico rodeado por 

uma coroa hidrofílica. Estas estruturas solubilizam fármacos pouco solúveis ao incorporá-los 

dentro do núcleo hidrofóbico, enquanto a parte hidrofílica fornece a proteção, assim, 

melhorando a sua solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e contribuindo para uma ação 

duradoura (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016; SÜTEKIN et al., 2018).  

Os copolímeros em bloco podem ser classificados segundo seu arranjo em:  dibloco, 

no qual um homopolímero A (      ) está ligado a outro homopolímero B (      ); tribloco formado 

por homopolímero B que apresenta suas terminações ligadas a um homopolímero A; 
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multibloco, no qual homopolímeros A e B estão ligados diversas vezes e estrela em que os 

homopolímeros A e B estão ligados de forma que A apresenta muitos braços funcionalizados, 

resultando em um formato semelhante a uma estrela (KUMAR; RAVIKUMAR; DOMB, 2001). 

A Figura 3 apresenta os diferentes arranjos dos copolímeros.  

 

Figura 3 – Diferentes arranjos dos copolímeros em bloco: (a) 

dibloco, (b) tribloco, (c) multibloco e (d) estrela  

 
Fonte: Kumar, Ravikumar e Domb (2001, com adaptações)  

 

A camada hidrofílica dos copolímeros comumente é formada pelo poli(óxido de 

etileno) (E) enquanto a camada hidrofóbica pode ser formada por poli(óxido de estireno) (S), 

poli(óxido de butileno) (B), poli(dimetilsulfóxido) (DMS), poli(butadieno) (PB), e poli(óxido 

de propileno) (P). A forma das micelas resultantes destas combinações é geralmente esférica 

quando o tamanho do segmento hidrofílico é maior do que o núcleo hidrofóbico (SAMADDAR; 

DEEP; KIM, 2018). A Figura 4 mostra diferentes estruturas micelares. 

Exemplo de copolímero comumente utilizado na solubilização de fármacos é o 

Pluronic F127 (E98P67E98) que apresenta biocompatibilidade e tamanho de micela 

relativamente pequeno ajudando a impedir que as suas micelas sejam reconhecidas por 

proteínas e macrófagos permitindo, assim, um maior tempo de circulação (MANAGA et al., 

2018). No entanto quando se trata de micelização em solução aquosa à temperatura ambiente 

(25 °C) não é a melhor escolha quando comparado a copolímeros com blocos B ou S 

(ATTWOOD et al., 2007). A Figura 5 mostra a estrutura geral dos Pluronics.      

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polypropylene
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polypropylene
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrophages
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Figura 4- Diferentes estruturas micelares resultantes da automontagem de 

copolímeros: (a) micelas esféricas (b) estrutura de bicamada (c) micelas 

cilíndricas e (d) micelas cilíndricas ramificadas (e) vesículas.  

 
Fonte: Samaddar, Deep e Kim (2018, com adaptações)   

 

Figura 5 – Estrutura geral dos Pluronics. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Copolímeros formados por bloco S são interessantes, pois possuem a capacidade 

formar micelas em baixas concentrações com melhor capacidade de solubilização e 

estabilidade, uma vez que apresentam baixos valores de cmc que podem ser relacionados a 

hidrofobicidade deste bloco (ATTWOOD et al., 2007; JUÁREZ et al., 2010). A Figura 6 

demonstra a estrutura do bloco S.  

 
 
 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1385894718300780#!
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Figura 6 – Estrutura do bloco de poli 

(óxido de estireno) (S). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Copolímeros triblocos com bloco S apresentam maior capacidade de solubilização 

em comparação com os copolímeros comercialmente disponíveis Pluronics ou Tetronic® 

devido ao seu núcleo mais hidrofóbico. A hidrofobicidade relativa entre as unidades P e S num 

copolímero dibloco é de 1: 12,  assim pode-se esperar que as micelas de copolímero em bloco 

com núcleos S possam ser solubilizadores mais eficientes de fármacos aromáticos, sendo a 

natureza aromática destes núcleos mais propícia à sua solubilização do que os núcleos P dos 

Pluronics (ATTWOOD; ZHOU; BOOTH, 2007). 

Porém esta capacidade depende da estrutura do copolímero, da razão do 

comprimento dos blocos que formam a micela, quanto mais curto o bloco E e mais longo o 

bloco S ocorre uma redução da solubilidade da cadeia polimérica, enquanto que os copolímeros 

com blocos E mais longos e/ou blocos S muito curto formam micelas com baixa capacidade de 

inclusão de fármacos (CAMBÓN et al., 2012). 

 

1.3 Mistura binária de copolímeros 

 

A mistura binária de copolímeros para a obtenção de micelas mistas vem 

despertando interesse, pois trata-se de uma excelente abordagem para melhorar as propriedades 

já conhecidas das micelas individuais (SENTHILKUMAR; DASH, 2019).  

A combinação de copolímeros contribui para superar desvantagens dos 

constituintes individuais através da incorporação de várias funcionalidades sem a necessidade 
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da síntese de novos copolímeros, estes sistemas apresentam numerosas vantagens tais como 

uma melhor estabilidade termodinâmica e cinética, aumento da biodisponibilidade e eficiência 

de encapsulação (THANITWATTHANASAK; SAGIS; CHITPRASERT, 2019). 

 Um dos biomateriais anfifílicos mais utilizados em misturas binárias são os 

copolímeros em bloco de poli(óxido de etileno) – poli(óxido de propileno), que podem ser 

classificados como Pluronic®, poloxâmeros lineares triblocos e bifuncionais, e Tetronic®, 

poloxâmero ramificado com quatro braços (CAGEL et al., 2017; SHARMA et al., 2018a). 

Em geral as micelas formadas por Pluronics são termoreversíveis, esta propriedade 

faz este material ser interessante para muitas aplicações especialmente como carreador de 

fármacos, pois o núcleo hidrofóbico (bloco poli(óxido de propileno)) pode carrear ativos 

lipofílicos rodeado pela corona hidrofílica (poli(óxido de etileno)) proporcionando estabilidade 

micelar (PRAGATHEESWARAN et al., 2014). 

Trabalhos anteriores estudaram misturas de copolímeros com blocos P e S. PINHO 

et al (2007) relatam que a solução micelar formada pela mistura dos copolímeros E137S18E137 e 

E62P39E62 utilizadas para a solubilização de griseofulvina manteve a geleificação semelhante a 

de micelas formadas pelo copolímero E62P39E62 isolado e a capacidade de solubilização de 

micelas formadas por E137S18E137. 

Oliveira et al (2015) estudaram as misturas de copolímeros dibloco E45S8 e E45S17 

com o Pluronic® P123 (E21P67E21) para a solubilização da griseofulvina, obtendo melhores 

resultados de capacidade de solubilização para as misturas com 50% de P123 e baixos valores 

de cmc que contribuem para um caráter promissor dos sistemas em aplicações farmacológicas, 

uma vez que proporciona potencial estabilidade às micelas após diluição no sangue tornando o 

sistema favorável para aplicação em liberação intravenosa. 

Dessa forma as misturas funcionam como uma alternativa para potencializar o 

sistema carreador compensando as desvantagens dos sistemas puros, podendo aumentar a 

capacidade de solubilização de copolímeros hidrofílicos com a presença de copolímeros mais 

hidrofóbicos, permitindo que o rearranjo dos copolímeros forme nanoambientes estáveis (LEE 

et al., 2018). 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Estudar sistemas formados por F127, E65S9E65 e suas misturas visando aplicação no 

carreamento do bioativo lapachol, perfil de liberação e citotoxicidade. 

 

Objetivos Específicos 

 

● Desenvolver sistemas poliméricos micelares a partir dos copolímeros triblocos E65S9E65, 

F127 e suas misturas para o carreamento do lapachol; 

● Testar soluções dos copolímeros triblocos e suas misturas como meio carreador do 

lapachol; 

● Determinar o tamanho de partícula dos sistemas que contém os copolímeros triblocos e 

suas misturas com e sem lapachol; 

● Caracterizar os copolímeros triblocos e suas misturas; 

● Avaliar a capacidade antioxidante do lapachol encapsulado nos sistemas micelares; 

● Verificar a capacidade de inibição da enzima acetilcolinesterase do lapachol 

encapsulado no sistema micelar; 

● Verificar a capacidade tóxica do lapachol livre e no sistema micelar frente a linhagens 

de células de câncer de próstata, glioblastoma, colorretal e leucemia.  
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

3.1 Materiais  

  

O copolímero E65S9E65 (ESE) (E = óxido de etileno e S = óxido de estireno) foi 

sintetizado por polimerização aniônica de óxido de estireno seguida por óxido de etileno e 

gentilmente cedido pelo Laboratório de Polímeros da Escola de Química da Universidade de 

Manchester, Reino Unido. O copolímero E98P67E98, comercialmente conhecido como Pluronic® 

ou Lutrol® F127, foi obtido da Sigma-Aldrich. O lapachol foi cedido pela empresa PADETEC-

UFC. Os demais reagentes utilizados são de grau analítico.  

 

3.2 Misturas binárias dos copolímeros  

  

As misturas foram preparadas a partir da pesagem dos copolímeros e posterior 

dissolução com água para as concentrações desejadas em cada experimento. Foram utilizados 

os copolímeros E65S9E65 e F127 nas proporções 70/30 e 50/50, que foram denominados 

respectivamente S970 e S950 os números 70 e 50 indicam o percentual de E65S9E65 na mistura.      

 

3.3 Cromatografia liquida de alta eficiência (CLAE) 

  

A pureza do lapachol foi determinada por CLAE, utilizando um equipamento 

SHIMADZU com detector UV-vís SPD-20A, coluna Phenomenex Luna C18 150 x 4,6 mm, 

com fluxo de 1 mL/min e um volume de 20 µL foi injetado. A fase móvel utilizada foi a mistura 

binária de solventes constituídos por metanol e solução aquosa de ácido acético a 5% (80:20) 

(FONSECA et al., 2004).  

 

3.4 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FT-IR)  

  

Sistema com o copolímero E65S9E65, lapachol encapsulado e o lapachol livre foram 

preparados em pastilha de KBr e analisadas em equipamento Perkin Elmer, modelo 16 PC. 

 

3.5 Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  
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Os espectros de RMN 1H e 13C foram obtidos num equipamento Brucker Avance-

DRX 500, equipado com uma sonda de detecção inversa, operando em 500,6 MHz (1H), numa 

janela espectral de 20 ppm. A amostra foi solubilizada em CDCl3. Os resultados obtidos das 

análises foram expressos em função do deslocamento químico das amostras (δ) em ppm. 

 

3.6 Concentração micelar crítica (cmc) 

  

A determinação do cmc dos copolímeros e suas misturas foi realizada utilizando a 

técnica de espectroscopia ultravioleta-visível. Foram preparadas soluções dos copolímeros 

F127, E65S9E65 e suas misturas (70/30 e 50/50) em água deionizada e o iodo foi utilizado como 

amostra hidrofóbica a ser encapsulada no sistema micelar. Uma solução padrão de KI/I2 foi 

preparada dissolvendo 0,5 g de iodo e 1 g de iodeto de potássio em 50 mL de água deionizada. 

O iodo, molécula apolar pouco solúvel em água, quando em solução aquosa em que estejam 

presentes íons iodeto interage com estes íons para formar íons triiodeto, tornando o iodo solúvel 

em água, resultando em uma solução marrom escura. Assim o I2 presente na solução foi 

encapsulado no núcleo hidrofóbico da micela causando uma conversão de I3
- para I2 devido ao 

excesso de iodeto de potássio na solução, mantendo a concentração de I2 na solução aquosa. 

Uma série de soluções dos copolímeros e suas misturas em diferentes concentrações que variam 

de 0,00002% a 0,1% contendo a mesma quantidade de KI/I2 (25 μL da solução padrão), foram 

preparadas. As misturas permaneceram em local escuro à temperatura ambiente por 12 horas 

antes da medição. O valor de absorbância de UV das soluções foi medido em comprimento de 

onda de 366 nm utilizando um espectrômetro UV-Vis Genesys 6 da Thermo Scientific. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. A intensidade de absorção foi plotada contra o 

logaritimo da concentração, os valores de cmc correspondem à concentração em que um 

aumento acentuado na absorbância é observado (ZHAO et al., 2017). 

 

3.7 Solubilização do lapachol 

  

As moléculas do bioativo normalmente têm forte absorbância na região de UV, a 

absorção máxima no Ultravioleta ocorre em 265 e 274 nm (SEGOLONI; DI MARIA, 2018). A 

curva de calibração do lapachol foi preparada a partir dos dados de concentração (mg/L) versus 

absorbância (A). Espectrofotômetro Genesys 6 da Thermo Scientific foi utilizado no 

experimento. O método de incorporação do bioativo nas micelas foi o da dissolução direta 

(também chamado de “shake flask”) e está esquematizado no fluxograma da Figura 7.  
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Figura 7 - Fluxograma do método de solubilização (dissolução direta) do 

lapachol nos sistemas poliméricos aquosos de F127, E65S9E65 e suas 

misturas. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Foram preparadas 10 mL de soluções 1% m/v dos copolímeros e de suas misturas 

com e sem lapachol (m ≈ 5 mg) que permaneceram sob agitação a temperatura de 25 °C pelo 

período de 4 dias num banho termostatizado QUIMIS. As soluções tiveram seus pHs medidos 

no início e fim do período de 4 dias em que esteve a 25 °C. Alíquotas de 3 mL do sobrenadante 

foram retiradas dos sistemas e em seguida foram filtradas em membranas Millipore de 

porosidade 0,45 µm para a remoção do bioativo não solubilizado. Após os volumes filtrados 

foram diluídos em etanol e a absorbância foi determinada por espectroscopia UV-Visível em 

comprimento de onda específico do lapachol obtido através de sua varredura utilizando etanol 

para estabelecer a linha de base. Os frascos contendo as misturas restantes (7 mL) 

permaneceram por mais 4 dias sob agitação no banho a 37 °C e o procedimento descrito foi 

repetido para os sistemas. A solubilidade do lapachol em água também foi determinada através 

do mesmo procedimento dos sistemas com copolímero a 25 e 37 °C. As medidas foram 

realizadas em triplicata. As absorbâncias das soluções aquosas dos copolímeros e suas misturas 

sem o bioativo também foram medidas no comprimento de onda do lapachol para correção dos 

valores de absorbância obtidos para o bioativo (OLIVEIRA et al., 2015), como apresentado na 

equação 1. 
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Abs total – Abs copolímero = Abs lapachol                                                                                                                                         (1) 

 

3.8 Tamanho de Partícula   

  

O diâmetro médio dos copolímeros triblocos E65S9E65, F127 e suas misturas com e 

sem lapachol foram determinados a 25 °C utilizando o equipamento Nano Zetasizer ZS90 da 

Malvern. As medidas foram feitas sem diluição e em triplicata.  

 

3.9 Difração de raios-X 

 

As análises por difração de raios-X dos copolímeros, misturas, encapsulados e 

bioativo foram realizadas em um difratômetro Rigaku, modelo DMAXB, com ângulo 2θ de 3-

80° e uma velocidade de 0,013° por etapa (MACIEL TABOSA et al., 2015; PATIL; 

MAHAJAN, 2018). 

 

3.10 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

  

A análise térmica foi realizada com um Q20-V 24.9 Puild 121 em atmosfera de 

nitrogênio (50 mL/min). Foram pesadas aproximadamente 1-2 mg das amostras. Os 

copolímeros E65S9E65, F127, suas misturas com e sem bioativo liofilizadas e o Lapachol na 

forma de pó foram submetidos a uma taxa de aquecimento de 5 °C por minuto em uma faixa 

de temperatura de 25 °C a 300 °C (MACIEL TABOSA et al., 2015; SEZGIN-BAYINDIR et 

al., 2016).  

 

3.11 Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante, realizada no Laboratório de Polímeros e Inovação de 

Materiais (LabPIM), do lapachol livre e encapsulado foi medida por meio da atividade de 

redução do radical livre DPPH (2,2 - Diphenil - 1 - picrilhydrazila). Uma solução de 0,1 mM 

de DPPH em metanol foi misturada com formulação do lapachol (0,5 - 5 μg/mL) na proporção 

de 1:1, 1mL de solução de DPPH e 1ml das amostras (SHETH; BAHADUR, 2018). A reação 

foi efetuada em triplicata e foi medida a absorbância a 517 nm após 30 minutos na ausência de 

luz usando espectrofotômetro UV-Vis, Genesys 6 da Thermo Scientific.   
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3.12 Ensaio para inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

O ensaio é baseado no procedimento descrito por Ellman et al. (1961), adaptado 

para CCD por Rhee et al. (2001). E considerado um método colorimétrico e que pode ser 

utilizado de forma qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente a forma 

qualitativa. É um método rápido e sensível para a seleção de amostras com ação 

anticolinesterásica. A metodologia consiste em retirar uma alíquota de 5 μl dos compostos puros 

(1 mg/mL) e aplicar em uma cromatoplaca (DC-Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck). 

Após a completa evaporação do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de 

acetilcolina (ATCI) 1 mmol.L-1 com o reagente de Ellman (ácido 5,5’ – Ditiobis- (2 –

nitrobenzóico, DTNB, 1 mmol.L-1), deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da 

placa. Em seguida foi borrifado a enzima acetilcolinesterase (4,5 U/ml). Após 10 minutos, 

ocorre o surgimento de uma coloração amarela, porém, onde há inibição da enzima, observa-se 

a formação de um halo branco em torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-

30 minutos a coloração desaparece. Como controle positivo, foi utilizada a solução do padrão 

de sal Eserina 1 mg/mL.  

 

3.13 Ensaio de difusão 

 

Para esse teste, com base em metodologia adaptada da Farmacopeia Brasileira 

(2010), foi preparado tampão fosfato pH 7,3 através da dissolução de 20,8 g de fosfato de sódio 

dibásico hepta-hidratado e 3,08 g de fosfato de sódio monobásico monoidratado em 850 mL de 

água, e pH ajustado em 7,3 ± 0,1 com ácido fosfórico ou hidróxido de sódio, depois 

acrescentou-se 150 mL de etanol. Em seguida, 2 mL da amostra foram adicionados ao 

compartimento doador e 50 mL da solução tampão foram adicionados ao compartimento 

receptor. A uma temperatura de 37 °C, o ensaio de difusão ocorreu utilizando uma membrana 

de celulose com porosidade de 0,5 µm, que foi utilizada como divisória entre os dois 

compartimentos, a mesma foi previamente ativada durante período de 30 min com mesmas 

condições de solução receptora e temperatura. Os intervalos a serem utilizados na análise foram: 

1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h.  

 

3.14 Cinética de liberação 
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Para avaliar a cinética de liberação do lapachol no sistema micelar os dados de 

liberação foram ajustados para diferentes modelos cinéticos: ordem zero, primeira ordem, 

Korsmeyer-Peppas e Higuchi (COSTA; SOUSA LOBO, 2001). Dentre estes, o que apresentou 

o maior coeficiente de correlação (R2) foi escolhido como o modelo que representa a cinética 

de liberação. Esta análise foi realizada usando o programa OriginPro8. 

 

3.15 Ensaio de citotoxicidade 

 

A análise de citotoxicidade pelo método do MTT permite analisar a viabilidade e o 

estado metabólico da célula. É uma análise colorimétrica baseada na conversão do sal 3-(4,5-

dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir 

de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas (MOSMANN, 

1983). O produto formado pode ser dissolvido em solvente e sua quantificação é realizada a 

partir de absorbância, utilizando um espectrofotômetro. 

As linhagens celulares foram cultivadas em placas de 96 poços, com número de 

células variando de acordo com o tempo de duplicação (doubling time) de cada linhagem. As 

células foram plaqueadas na concentração de 0,1 x 106 cél/mL para as linhagens PC-3 e SNB-

19; 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-116 e 0,3 x 106 cél/mL para a linhagem HL-60. O 

meio contendo as substâncias-teste, em diferentes concentrações (concentração seriada), foi 

adicionado 24 h após o plaqueamento. As placas foram então incubadas por 72 h em estufa a 

5% de CO2 a 37 C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas (1500 rpm por 15 min) 

e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 100 L da solução de MTT (sal 

de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 h. Após a incubação as placas foram 

novamente centrifugadas (3000 rpm por 10 min) para retirada da solução de MTT. A 

absorbância foi lida, após dissolução do precipitado de formazan em 100 L de DMSO puro, 

em espectrofotômetro de placa a 595 nm. 

Os compostos foram avaliados em pelo menos três experimentos independentes 

realizados em triplicata. Os valores de CI50 e respectivos ± erro padrão da média (E.P.M.) foram 

calculados por regressão não- linear usando o programa GraphPad Prism 6. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Avaliação do perfil cromatográfico CLAE 

 

Cromatografia liquida de alta eficiência é uma técnica utilizada para separar, 

identificar e quantificar compostos (BOUKHOBZA; CRANS, 2017; MACIEL TABOSA et al., 

2015). Neste trabalho a técnica foi utilizada para verificar a pureza do lapachol utilizado nos 

sistemas poliméricos.  

O pico referente ao lapachol na amostra foi identificado de acordo com o tempo de 

retenção obtido de 7,668 (Figura 8), valor similar ao encontrado por (FONSECA et al., 2004). 

Também é possível correlacionar a relação área do composto e do cromatograma a presença do 

ativo na amostra, foi obtida uma área total de 95,592% referente ao pico do lapachol indicando 

sua pureza.  

 

Figura 8 - Cromatograma de CLAE do lapachol 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

4.2 Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  

 

A estrutura química do lapachol foi confirmada pela técnica de RMN 1H e 13C, 

através da qual foi possível identificar sinais característicos associados a estrutura química da 

molécula.  
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Os sinais dos espectros de RMN 1H obtidos foram: 1,68 (s, 3H, CH3 - 15),  1,79 

(s, 3H, CH3 - 14),  3,29 (d, 2H, CH2 -11),  5,18 (t, 1H, CH - 12),  7,26 (CDCl3),  7,32 (s, 

1H, OH),  7,64  (td, 2H, arom - 6 e 7),  8,05 (td, 2H, arom - 5 e 8).  

Os sinais dos espectros de RMN 13C obtidos foram: RMN 13C: 18,11 (CH3, C-

15),  22,84 (CH3, C-11),  25,96 (CH2, C-14),  77,24 (CDCl3),  119,88 (HC=C, C - 12),  

123,71 (C=C-OH, C - 3),  126,27 (CH arom, C - 5),  127 (CH arom, C - 8),  129,67 (C arom, 

C - 10),  133,07 (C arom, C - 7),  133,16 (C arom, C - 9),  134,05 (C=CH, C - 13),  135,06 

(CH arom, C - 6),  152,90 (OH-C=C, C - 2),  181,93 (C=O, C - 1),  184,77 (C=O, C- 4).   

Os dados obtidos pelos espectros foram comparados com os trabalhos de Dawson 

et al. (1989), Delarmelina et al. (2016) e Maciel Tabosa et al. (2015) o que indicou tratar-se do 

lapachol. As Figuras 9 e 10 mostram os espectros de RMN 1H e 13C do lapachol.  

 

Figura 9 – Espectro de RMN 1H do lapachol 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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Figura 10 – Espectro de RMN 13C do lapachol 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

4.3. Caracterização por FTIR 

 

Os espectros de infravermelho do bioativo (Figura 12) e dos copolímeros puros e 

de suas misturas nas proporções 50/50 e 70/30 com lapachol encapsulado, foram obtidos para 

confirmar os principais grupos funcionais dos copolímeros e para verificar se houve interação 

química entre eles. A Tabela 1 mostra as principais bandas do lapachol (Figura 11) com suas 

atribuições.  

 

Tabela 1- Atribuições das frequências das principais bandas do lapachol 

(DELARMELINA et al., 2016). 

N° de onda (cm-1) Atribuições 

3423 e 3349 νOH 

3100 νsCHCHarom 

3076 νassCHCHarom 

2973 νassCHCH2; νCHCHalinf. 

2928 νassCHCH3 

2909 νsCHCH2 

2875 νsCHCH3 

1640 ν C=Oquinona  

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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Figura 11 – Estrutura química do lapachol com destaque as suas partes componentes  

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Figura 12 - Espectro de absorção na região do infravermelho (FT-IR) em 

pastilha de KBR do lapachol 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Todos os espectros das amostras dos polímeros apresentaram praticamente as 

mesmas bandas de absorção e não houve o surgimento de nova banda nos espectros das 

misturas. Por isso, apenas alguns espectros estão presentes (Figura 13). A Tabela 2 mostra as 

principais bandas dos polímeros com suas atribuições. 
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Tabela 2. Atribuições das frequências das principais bandas dos copolímeros F127 e ESE 

e suas misturas com e sem lapachol (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2005) 

N° de onda (cm-1) Atribuições 

3450 νOH água 

2889 νs(CH3) 

1465 δs(CH2) e ν (C-C)arom. 

1374 δs(CH3) 

1344, 1360 δ(CH2) 

1241, 1281 δ(CH2) 

1145, 1113 e 1060 ν(C-O-C) 

761 e 702 δ(C-H)arom. monossubst. 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Figura 13 - Espectros de absorção na região do Infravermelho (FT-IR) em 

pastilha de KBr dos sistemas poliméricos: S9B, F127B, S970B e S970LA  

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

São observadas nos espectros a presença de bandas amplas em 3450 cm-1 que 

podem ser atribuídas ao estiramento O-H proveniente da água presente nas dispersões, podemos 

relacionar a água também a banda em 1630 cm-1 que representa a deformação da água ligada 

ao hidrogênio (FROST; KLOPROGGE, 2000; LUONG et al., 2011). Os espectros ainda 

apresentam três bandas em 1145, 1113 e 1060 cm-1 referentes as vibrações C-O-C, sendo a mais 
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intensa em 1113 cm-1 referente à deformação axial assimétrica de C-O-C. Foram observadas 

diferenças apenas na intensidade relativa de algumas bandas e a presença de bandas de absorção 

em 1374 cm-1 referente a deformação angular simétrica das ligações C-H do grupamento metila 

presente no F127 e bandas de absorção típicas de poliestireno em 1465 cm-1, vibrações de 

esqueleto que envolvem a deformação axial das ligações carbono-carbono do anel, além de 

bandas de absorção media em 761 e 702 cm-1 (atribuídas à deformação fora do plano de CH 

aromático em anel monossubstituido) nos espectros de amostras em que estava presente o 

copolímero E65S9E65 (BRANCA et al., 2018; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; 

ZHANG et al., 2008). Porém nenhuma banda de absorção específica de lapachol pôde ser 

identificada nos espectros das misturas indicando que ocorreu o seu encapsulamento.  

 

4.4 Caracterização das nanopartículas por difração de raios-X 

 

A difração de raios-X foi utilizada para verificar a eficiência da encapsulação do 

lapachol nos copolímeros. A literatura apresenta esta técnica como um meio de verificar se 

houve o encapsulamento do bioativo cristalino nas micelas. O trabalho de Patil e Mahajan 

(2018) relaciona o desaparecimento dos picos referentes ao ativo, bem como a redução da 

intensidade dos picos nos espectros de raios-X do sistema contendo o ativo e a mistura de 

copolímeros ao encapsulamento bem sucedido do bioativo no núcleo micelar.   

Através desta técnica também é possível confirmar a compatibilidade entre o 

bioativo e o excipiente, qualquer diferença entre o padrão de raios-X das amostras do bioativo, 

sistema branco e sistema com bioativo pode indicar interação ou incompatibilidade entre o 

bioativo e o excipiente (JINDAL; MEHTA, 2015). 

As amostras (Figura 14) apresentaram cristalinidade associada a presença de picos 

bem definidos (SEZGIN-BAYINDIR et al., 2016). O resultado do perfil de difração do lapachol 

mostraram uma série de picos de difração intensos e bem definidos, exibindo um padrão típico 

de um composto com característica cristalina. O pico principal foi encontrado em 9,73° com 

picos secundários em 19,50°, 20,32°, 27,48°, 29,48° e 31,08°, valores próximos aos 

encontrados na literatura (MACIEL TABOSA et al., 2015). 

O difratograma do F127 apresentou dois picos a 22,41° e 27,35° enquanto o do S9B 

mostrou três picos a 20,83°, 22,22° e 27,16°. A mistura S950B apresentou um digratograma 

semelhante ao S9B com três picos a 20,70°, 22,20° e 27,13°, diferindo na intensidade, enquanto 

o S970B é similar ao F127 mostrando dois picos a 22,22° e 27,35°, este sistema apresentou a 

menor intensidade de sinal em relação a todas as amostras analisadas. Os espectros não 
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mostraram apenas sinais agudos associados a cristalinidade, assim podem ser classificados 

como semicristalinos (CAO et al., 1993).   

 

Figura 14 - Difratogramas do lapachol, copolímeros e misturas com e sem 

bioativo  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

  

Foi observada a ausência dos picos cristalinos do lapachol nos difratogramas dos 

sistemas. No entanto no sistema F127LA é possível verificar o surgimento de um novo pico 

que pode indicar possíveis interações ou incompatibilidades entre o bioativo e o excipiente 

(JINDAL; MEHTA, 2015). A falta de picos do ativo pode indicar que o lapachol foi 

encapsulado na estrutura nuclear da micela em sua forma amorfa, além da redução dos sinais 

do copolímero nos sistemas com o bioativo ocorrer devido a redução do estado cristalino do 

copolímero (FENG et al., 2017; HUSSAIN; SAXENA, 2012; WEI et al., 2018). Assim 
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podemos sugerir que o lapachol foi encapsulado em sua forma amorfa e que ocorreu uma 

redução do estado cristalino dos copolímeros no sistema S970. 

 

4.5 Caracterização por Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

  

A calorimetria exploratória diferencial (DSC) é um meio importante para 

determinar o estado de fase de compostos encapsulados (SONG et al., 2018). Análises de DSC 

dos copolímeros E65S9E65, F127 e de suas misturas com e sem lapachol foram realizadas e os 

resultados estão na Figura 15 e 16. 

A curva de DSC do Pluronic F127 puro apresentou um evento endotérmico 

associado a sua fusão a 54,35 °C (GÓRNIAK et al., 2016; SONG et al., 2018). A curva do 

lapachol puro apresentou um evento endotérmico a 140,29°C que corresponde a sua fusão 

(MACIEL TABOSA et al., 2015). O copolímero E65S9E65 e suas misturas S970 e S950 

apresentaram eventos endotérmicos em respectivamente 51,11°C, 52,14 °C e      55,43 °C. A 

observação de eventos endotérmicos pode ser relacionada a existência de cristalinidade no 

material (CHONG et al., 2019), indicado também pela caracterização do material pela técnica 

de difração de raio-X (DRX). 

 

Figura 15–Termograma Calorimétrico dos sistemas sem o ativo  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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Figura 16 - Termograma Calorimétrico dos sistemas com o ativo 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Nas curvas de DSC dos sistemas com o ativo não foi possível a visualização do 

evento endotérmico relacionado a fusão do fármaco. De acordo com os estudos de Amaral et 

al. (2017); Feng et al. (2017); Swain e Subudhi (2019) podemos associar o desaparecimento do 

pico de fusão do lapachol à conversão deste para o estado amorfo e seu encapsulamento dentro 

das nanopartículas que deve favorecer a prolongada liberação e absorção do ativo. Uma forma 

amorfa será dissolvida rapidamente devido sua maior energia interna e maior movimento 

molecular, o que aumenta as propriedades termodinâmicas em relação aos materiais cristalinos 

(KUMAR et al., 2011). Assim este resultado sugere que ocorreu o encapsulamento do lapachol 

no núcleo micelar em seu estado amorfo concordando com os resultados obtidos pela análise 

de DRX. 

 

4.6 Concentração Micelar Crítica (cmc) 

 

A cmc é um parâmetro importante para a estabilidade de micelas em que fármacos 

são encapsulados, pois é a concentração acima da qual estruturas micelares se formam. Um 

menor valor de cmc possibilita que as micelas mantenham sua integridade no meio intravenoso 

apesar de sujeitas a extrema diluição proporcionando uma oportunidade para que atinjam o 

local alvo (SOTOUDEGAN et al., 2016).  

A partir dos dados das absorções obtidas foram elaborados gráficos que apresentam 

a relação entre as absorbâncias de I2 no comprimento de onda 366 nm versus o logaritmo da 



36 

 

concentração dos sistemas poliméricos (Figura 17). Os valores de cmc, apresentados na Tabela 

3, corresponderam à concentração em que um aumento acentuado na absorbância é observado.  

 

Figura 17 - Gráfico da relação absorbância vesus 

logaritimo da concentração 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Tabela 3. Valores de cmc’s dos copolímeros  S9, F127 e suas misturas a 23 °C. 

Sistemas cmc cmc (g.dm-3) 

F127B 0,01% 0,1 

S9B 0,0026% 0,026 

S950B 0,0074% 0,074 

S970B 0,0035% 0,035 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Os valores de cmc dos sistemas individuais foram inferiores a concentração 

utilizada durante os experimentos de solubilização (1% m/v), logo este resultado é consistente 
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com a efetiva formação de micelas em solução (OLIVEIRA et al., 2015; RICARDO et al., 

2005).   

O copolímero F127 apresentou um valor de cmc semelhante ao encontrado por Patil 

e Mahajan (2018) utilizando a mesma metodologia, este valor foi superior ao obtido para 

E65S9E65, comportamento que pode ser relacionado ao caráter hidrofóbico dos copolímeros, 

quanto mais hidrofóbico o copolímero menor será seu cmc (DUTRA et al., 2016). 

De acordo com Yang et al. (2003) as unidades de cadeia P e S, em copolímeros 

triblocos, possuem hidrofobias diferentes estando em uma relação aproximada P:S = 1:10, dessa 

forma é esperado que F127 apresente menor caráter hidrofóbico quando comparado a E65S9E65 

e consequentemente uma maior cmc. A Tabela 4 mostra valores de cmc para triblocos EmSnEm 

para uma análise geral desse parâmetro.  

 

Tabela 4. Valores de concentração micelar crítica de copolímeros EmSnEm e EPE 

apresentados na literatura 

Copolímero cmc (g.dm-3) T (°C) Referência 

E33S14E33 0,0025 37 Cambón et al (2012) 

E38S10E38 0,0037 37 Cambón et al (2012) 

E10S10E10 0,012 15 Juárez et al (2010) 

E137S18E137 0,017 15 Juárez et al (2010) 

E69S8E69 0,11 30 Yang et al (2003) 

E112S9E112 0,14 30 Yang et al (2003) 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Os sistemas binários apresentaram valores de cmc intermediários aos dos sistemas 

individuais, além de um menor valor de cmc com a diminuição da proporção de F127 na 

mistura, constituinte menos hidrofóbico, este comportamento dos sistemas também foi 

observado por Sharma et al. (2018a) e Younes, Abdel-Halim e Elassasy (2018) em seus 

trabalhos envolvendo misturas binárias de copolímeros.  

Os baixos valores de cmc dos sistemas os tornam promissores para aplicações 

farmacológicas, uma vez que possibilita as suas micelas permanecerem estáveis após diluição 

no sangue (ZHAO et al., 2017). 

 

4.7 Solubilização do Lapachol 
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A curva de calibração do lapachol (Figura 18B) foi obtida por meio dos dados da 

concentração (mg/L) versus absorbância (A) a partir do comprimento de onda específico do 

lapachol (277 nm), obtido pelo espectro de varredura representado na Figura 16A. Através da 

curva de calibração foi obtida a equação 2 que relaciona a absorção e a concentração, esta foi 

utilizada para calcular a solubilidade do lapachol nos sistemas produzidos. Os gráficos da curva 

de calibração e varredura do lapachol estão na Figura 18. 

 

Abs = 0,0093 + 0,0735 . (mg/L)                                                                                               (2) 

 

Figura 18– Gráfico da varredura e curva de calibração do lapachol  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

  

Os valores obtidos das absorbâncias das soluções aquosas do bioativo e dos 

copolímeros com e sem lapachol foram utilizados para calcular a solubilidade, que é 

determinada através da massa do bioativo solubilizada (mg) por massa de copolímero (g), 

denominada capacidade de solubilização (Scp). A Scp é calculada através da solubilidade total 

do bioativo na solução do copolímero (Stot) subtraída a solubilidade do bioativo em água (S0) 

dividido pela massa do copolímero (mcop), como mostra a equação 3.  

 

Scp = Stot - S0 / mcop                                                                                                                   (3)  

 

Os resultados obtidos de solubilidade em água do lapachol foram 0,25 mg/dL a 25 

°C, resultado semelhante ao encontrado na literatura 2 mg/L equivalente a 0,2 mg/dL (Tabosa 

et al, 2018) e 0,51 mg/dL a 37 °C. Segundo Fonseca, Braga e Santana (2003) a solubilidade do 
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lapachol é favorecida com o aumento da temperatura, estando associado a este processo o 

surgimento de uma coloração alaranjada. Outro fator que também influência a solubilidade é o 

pH. A Tabela 5 apresenta os valores de pH obtidos para os sistemas preparados com lapachol 

isolado e sistemas micelares com e sem bioativo.  

 

Tabela 5. Valores pH obtidos para os sistemas 

Sistemas pH (ambiente) pH (25 °C) pH (37 °C) 

F127 5,51 6,53 6,6 

S9 5,5 6,72 6,55 

S970 5,68 6,29 6,9 

S950 5,67 6,44 6,85 

LA 6,3 5,47 5,4 

F127 LA 6,4 5,9 5,73 

S9 LA 8,4 6,84 6,83 

S970 LA 7,43 7,02 6,8 

S950 LA 6,69 6,57 6,3 

LA: sistema lapachol em água 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Os dados obtidos não apresentam grande diferença de pH entre os sistemas a 25 e 

37 °C, porém podemos observar um pequeno crescimento do pH para os sistemas com 

copolímero. O sistema S970LA apresentou pH neutro podendo ser compatível com uma 

aplicação intravenosa, uma vez que apresentou pH próximo ao do sangue, pH 7,4.   

Lui et al (1985) em seu trabalho demonstra que a solubilidade do lapachol é 

influenciada pelo pH variando de 1,5 µg/ml em pH 4 a 5 mg/ml a pH 10, obtendo um valor de 

solubilidade igual a 0,002 mg/ml equivalente a 0,2 mg/dl em pH 5 a uma temperatura de 25 °C, 

valor próximo ao encontrado neste trabalho.  

O lapachol possui caráter ácido, com pka de aproximadamente 6,2 

(CAMPANHOLI et al., 2018), em sua forma ácida se apresenta como um solido amarelo pouco 

solúvel em água, entretanto na sua forma desprotonada , apresenta solubilidade em água, além 

de uma coloração avermelhada, a reação do lapachol com solução alcalina é utilizada como 

meio de extração deste ativo de fontes naturais (BARBOSA; DINIZ NETO, 2013; RAVELO; 

ESTÉVEZ-BRAUN; PÉREZ-SACAU, 2003). 
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Durante o processo de solubilização foi evidenciada uma coloração avermelhada, 

esta se torna mais intensa nos sistemas S9LA, S950LA e S970LA, que apresentaram maiores 

valores de pH. A Figura 19 mostra os sistemas com lapachol no início e fim do processo de 

solubilização.  

 

Figura 19 – Sistemas com o ativo durante o processo de solubilização  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Esta observação está de acordo com o trabalho de Segoloni e Di Maria  (2018), no 

qual foram observadas mudanças de coloração em soluções aquosas de lapachol em diferentes 

pHs: em condições alcalina apresenta uma cor vermelha, no entanto a cor tende a se tornar 

laranja em pH abaixo de 6, já em pH mais baixos que 5,8 tornam-se amarelos, pois o bioativo 

começa a precipitar como um pó amarelo. Ainda segundo este autor em valores de pH abaixo 

de 4, sua forma ácida é predominante, enquanto para pH acima de 6,5 o composto está presente 

majoritariamente em sua forma dissociada. Assim é possível sugerir que durante o processo de 

solubilização o lapachol é convertido para sua forma desprotonada.  

Os principais mecanismos de citotoxicidade propostos para quinonas são estresse 

oxidativo e alquilação de proteínas celulares cruciais e/ou DNA (BOLTON et al., 2000). Uma 

das formas de ação toxica do lapachol pode ser pela sua interação com o O2 fornecendo o radical 

desprotonado lapachol e peroxil (GOULART et al., 2003). A produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) leva ao estresse oxidativo nas células que pode resultar na apoptose.  

O estresse oxidativo pode ser relacionado tanto a patogénese quanto a apoptose de 

doenças como o câncer. Espécies radicais livres podem ser criadas em células tumorais levando 

a interação da ERO com ingredientes celulares que contém o esqueleto desoxirribosil de DNA 
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ou bases de DNA para gerar quebras de fita ou bases danificadas, além de oxidar proteínas ou 

lipídios produzindo mediadores que reagem com o DNA formando adutos, provocando 

mutações (POURAHMAD; SALIMI; SEYDI, 2016). 

Com a conversão do lapachol para sua forma desprotonada é obtido uma 

naftosemiquinona, forma reduzida de um elétron de uma quinona, que pode ser tóxica por se só 

ou reagir com o oxigênio molecular formando o ânion-radical superóxido (O2•-) em células 

(KOVACIC; OSUNA JR., 2000). O ânion-radical superóxido passa por uma reação de 

desproporcionamento de forma espontânea ou após catalise enzimática para a formação de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) além de reduzir Fe3+ para Fe2+. O peróxido de hidrogênio reage 

com Fe2 + para gerar o radical hidroxila (HO.), reação de Fenton , que é provavelmente a espécie 

responsável pelo dano oxidativo pois não é capturada por qualquer enzima presente no meio 

celular (MONKS; JONES, 2002; SCHAFER; BUETTNER, 2001; VALKO et al., 2007).  Dessa 

forma espera-se que a conversão do lapachol para sua forma desprotonada não afete sua 

atividade citotóxica.  

Os valores de Scp obtidos para F127 e E65S9E65 e suas misturas permitem observar 

que a utilização do copolímero tríbloco com núcleo de óxido de estireno e a elevação da 

temperatura favorece a solubilidade do lapachol. As Tabelas 6 e 7 apresentam a capacidade de 

solubilização dos sistemas a 25 e 37 °C.   

 

Tabela 6. Capacidade de solubilização dos copolímeros a 25 °C. So = 0,25 mg/dL 

Sistemas Stot (mg/dL) Scp (mg/g) Stot/So CP ΔG° (kJ mol-1) 

S9LA 4,0±0,46 3,75 16 15 -6,71 

F127LA 1,9±0,22 1,65 7,6 7,6 -5,02 

S970LA 8,42±0,21 8,17 33,68 32,68 -8,64 

S950LA 6,24±0,35 5,99 24,96 23,96 -7,87 

So: solubilidade do lapachol em água; Stot: solubilidade total do lapachol; Scp:capacidade de solubilização; 
Stot/So

 :aumento da solubilidade; CP: coeficiente de partição;  
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Este resultado foi semelhante aos encontrados na literatura, quando se trata de 

bioativos hidrofóbicos, uma vez que é relacionada a maior capacidade de solubilização ao 

núcleo de óxido de estireno devido seu maior caráter hidrofóbico em relação ao núcleo de óxido 

de propileno, resultando em uma maior afinidade dos bioativos pelo núcleo da micela 

(ATTWOOD; ZHOU; BOOTH, 2007; CAMBÓN et al., 2012). 
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Tabela 7. Capacidade de solubilização dos copolímeros a 37 °C. So = 0,51 mg/dL 

Sistemas Stot (mg/dL) Scp (mg/g) Stot/So CP ΔG° (kJ mol-1) 

S9LA 6,35±0,82 5,84 12,45 11,45 -6,3 

F127LA 5,49±0,22 4,98 10,76 9,76 -5,87 

S970LA 13,95±0,36 13,44 27,35 26,35 -8,43 

S950LA 10,78±0,52 10,27 21,13 20,13 -7,74 

So: solubilidade do lapachol em água; Stot: solubilidade total do lapachol; Scp: capacidade de solubilização; 
Stot/So

: aumento da solubilidade; CP: coeficiente de partição; 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

A temperatura é um dos fatores que influenciam a micelização dos copolímeros em 

bloco. Segundo Attwood et al (2007) quando se trata de soluções a temperatura de 25 °C os 

copolímeros com bloco S apresentam maior capacidade de solubilização em relação a 

copolímeros com bloco P devido em parte a sua maior capacidade de micelização, uma vez que 

copolímeros com bloco S frequentemente possuem baixos valores de temperatura micelar 

crítica (cmt), apresentando uma micelização essencialmente completa à temperatura ambiente 

(ATTWOOD; ZHOU; BOOTH, 2007). Este fato foi observado neste trabalho, uma vez que o 

sistema S9LA apresentou maior capacidade de solubilização quando comparado a F127LA a 25 

°C, além do sistema F127LA apresentar um aumento de Stot/So com a elevação da temperatura 

enquanto os demais sistemas apresentaram uma redução.  

De acordo com Attwood, Zhou e Booth (2007); HE e Alexandridis (2017) a 

micelização dos copolímeros em bloco é um processo endotérmico, desta forma a temperatura 

pode alterar a termodinâmica e estrutura da micelização em água, no caso de copolímeros 

EmPnEm a entalpia é elevada ocorrendo uma diminuição significativa de cmc com o aumento da 

temperatura resultando em um maior potencial de solubilização em decorrência da elevação do 

número de micelas em solução.  

Os sistemas binários apresentaram aumento da solubilidade quando comparados 

aos sistemas isolados, destacando-se o sistema S970 que em ambas as temperaturas apresentou 

o melhor valor de solubilidade para o fármaco. Os dados obtidos concordam com Oliveira et al 

(2015) que também observou o crescimento da solubilidade de bioativo pouco solúvel em 

sistemas mistos compostos por copolímeros com bloco óxido de estireno e óxido de propileno.      

A solubilização também pode ser avaliada como uma partição do bioativo entre 

duas fases: aquosa e micelar. O coeficiente de partição (CP) é a razão entre a concentração do 

bioativo na fase micelar e na fase aquosa para uma concentração específica de surfactante 

(JABBARI; TEYMOORI, 2018) de acordo com a equação 4. 
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CP = Scp/So                                                                                                                                                                                               (4) 

 

Os dados de solubilização mostram uma relação direta entre os valores de P e Scp 

que crescem com o aumento da hidrofobicidade do sistema, resultado semelhante ao encontrado 

na literatura (DUTRA et al., 2015; SHARMA et al., 2018a). 

Através dos valores de P é possível determinar a variação da energia de Gibbs da 

solubilização (ΔG°S), esta função termodinâmica mostra a alteração da energia de Gibbs na 

transferência do bioativo entre os meios aquoso e micellar (JABBARI; TEYMOORI, 2018), 

onde R é a constante universal dos gases, T é a temperatura em Kelvin e P é o coeficiente de 

partição (Equação 5). 

 

ΔG°S  = – RTlnP                                                                                                                       (5) 

 

Os sistemas apresentaram valores negativos de ΔG°S indicando a preferência do 

bioativo pela fase micelar, desta forma expressando que a solubilização foi espontânea, porém 

os valores de ΔG°S para as misturas foram inferiores aos obtidos para copolímeros puros. 

Assim, o processo de solubilização utilizando misturas binárias foi energeticamente mais 

favorável, indicando a ocorrência de efeito sinérgico. 

Os dados também indicam que o aumento do caráter hidrofóbico da micela favorece 

a espontaneidade da solubilização, uma vez que os valores de ΔG°S para F127LA foram maiores 

que o do S9LA e a mistura com maior proporção de S9, copolímero de núcleo mais hidrofóbico, 

apresentou menor ΔG°S. 

Esta observação pode ser relacionada a maior afinidade do lapachol pelo núcleo S, 

que possui maior hidrofobicidade, tornando mais propícia a sua solubilização (ATTWOOD et 

al., 2007; YANG et al., 2003). No entanto o decréscimo nos valores de ΔG°S  nos sistemas 

binários com maior proporção de S9 pode ser relacionado ao aumento da relação 

bioativo/unímero, ocorrendo a acomodação de um maior número de moléculas de bioativo nas 

micelas (SHARMA et al., 2018a). 

A mistura de copolímeros obteve melhores resultados de solubilidade e estabilidade 

estando de acordo com o trabalho de Lee et al. (2018) que consideram a mistura de copolímeros 

em bloco uma alternativa para compensar as desvantagens de um sistema puro, a estabilidade 

de copolímeros mais hidrofóbicos em solução aquosa pode ser melhorada ao adicionar um 

copolímero mais hidrofílico resultando em uma melhora da capacidade de solubilização do 

bioativo. 
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4.8 Tamanho de Partícula  

 

O tamanho hidrodinâmico e polidispersividade podem afetar a estabilidade física, 

interação celular e biodistribuição das micelas no corpo (SOUSA; BRAGA; SOSNIK, 2015). 

Para que os sistemas micelares permaneçam eficientes durante seu tempo de circulação no 

sangue devem apresentar reduzido tamanho de partícula (10 – 100 nm) para evitar a sua 

detecção e destruição pelo sistema retículo-endotelial (HUSSAIN; SAXENA, 2012; PELLOSI 

et al., 2016). Os valores de diâmetro hidrodinâmico médio do pico (Dh) e do índice de 

polidispersividade do tamanho (PdI) para os sistemas com e sem lapachol estão apresentados 

nas Tabelas 8 e 9. 

 

Tabela 8. Diâmetro hidrodinâmico médio de pico (Dh) dos sistemas 

poliméricos a 1% m/v preparados a 25 °C 

Sistemas  Dh (nm) PdI 

S9B 18,09±0,36 0,150±0,029 

S9LA 18,41±0,32 0,123±0,026 

F127B 11,87±1,19 0,494±0,052 

F127 LA 12,05±0,59 0,542±0,032 

S970B 18,3±0,151 0,108±0,009 

S970LA  18,44±0,06 0,139±0,009 

S950B 18,93±0,18 0,139±0,009 

S950LA 19,2±0,084 0,2 ±0,009 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

O diâmetro hidrodinâmico médio (Dh) dos sistemas com e sem lapachol preparados 

a 25 e 37 °C apresentam uma faixa de tamanho médio de 11 a 22 nm. Os dados expõem um 

ligeiro aumento do tamanho de partícula dos sistemas após a adição do lapachol, este aumento 

pode ser relacionado a inclusão do ativo que aumenta o diâmetro hidrodinâmico refletindo um 

aumento do núcleo da micela (PELLOSI et al., 2016).  

Portanto é possível sugerir que o bioativo foi encapsulado no núcleo das micelas, 

além dos tamanhos das partículas apresentados pelos sistemas representarem uma vantagem 

para sua aplicação farmacológica, pois seus tamanhos podem contribuir para sua permanência 

na circulação sanguínea por um maior intervalo de tempo possibilitando o carreamento do ativo 

ao local alvo. Uma vez que nanoparticulas com tamanhos variando de 10 a 100 nm podem 
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evitar a rápida metabolização e eliminação, propiciando maior estabilidade ao sistema e longo 

tempo de circulação (HOU et al., 2016).  

 

Tabela 9. Diâmetro hidrodinâmico médio de pico (Dh) dos sistemas 

poliméricos a 1% m/v preparados a 37 °C 

Sistemas  Dh (nm) PdI 

S9B 18,04±0,26 0,123±0,009 

S9LA 22,52±0,32 0,081±0,013 

F127B 15,09±1,22 0,578±0,038 

F127 LA 15,30±0,88 0,710±0,05 

S970B 18,65±0,06 0,142±0,011 

S970LA 19,0±1,27 0,165±0,02 

S950B 20,07±0,13 0,252±0,012 

S950LA 20,59±1,74 0,155±0,007 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

Valores de polidispersividade são adimensionais e representam a distribuição de 

tamanho das partículas, se forem próximos a 0 podem ser relacioanados a uma distribuição 

altamente homogênea, em contraste, proxímos a 1 são relacionados a uma distribuição 

altamente polidispersa (DE COELHO et al., 2017; YOUNES; ABDEL-HALIM; ELASSASY, 

2018).  

Os sistemas apresentaram moderada polidispersividade com valores de PDI na 

faixa de 0,1 a 0,4, com exceção dos sistemas compostos por F127 livre e encapsulado, para o 

qual foram obtidos valores de PDI superiores a 0,4 indicando alta polidispersividade 

(SHARMA et al., 2018b). Dessa forma os sistemas binários mostraram-se promissores para 

aplicação intravenosa, pois apresentaram reduzido tamanho de partícula e moderada 

polidispersividade que contribuem para a sua estabilidade no meio intravenoso. 

A distribuição do diâmetro hidrodinâmico também pode indicar a existência de 

micelas hibridas ou independentes. Misturas que apresentam um único pico com distribuição 

de tamanho estreito indicam que ocorreu o processo de co-micelização nas misturas binárias, 

enquanto um único pico largo ou uma bimodal distribuição de tamanho sugere duas familias de 

micelas separadas (OLIVEIRA et al., 2015; PRAGATHEESWARAN et al., 2014). 

Nos gráficos da intensidade de dispersão versus diâmetro hidrodinâmico dos 

sistemas poliméricos em água com e sem lapachol preparados a 25 e 37 °C é possível observar 
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que o sistema S970 com e sem lapachol apresentou apenas um pico indicando que ocorreu o 

processo de co-micelização e a formação de micelas binárias. Os gráficos de distribuição de 

tamanho para o sistema S970B e S970LA estão apresentados nas Figuras 20 e 21. 

 

Figura 20 - Gráficos de distribuição de tamanho dos 

sistemas a 25 °C do sistema S970B S9LA  

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Figura  21 - Gráficos de distribuição de tamanho dos 

sistemas a        37 °C do sistema S970B e S970LA 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.9 Atividade antioxidante dos sistemas   

 

A avaliação da atividade antioxidante in vitro pelo ensaio baseado na capacidade 

de redução do radical livre DPPH vem sendo utilizada para investigar as capacidades 

antioxidantes de sistemas nanocarreadores (CADDEO et al., 2019; RAHDAR et al., 2019) por 

ser um teste de manipulação relativamente simples. 

Os resultados foram expressos em valores de CI50, concentração necessária para 

reduzir 50% do radical DPPH, que apresenta cor violeta, em difenil-picril-hidrazina, de 
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coloração amarela. Estes valores foram determinados graficamente através da relação entre a 

concentração da amostra e a porcentagem de redução do DPPH.  

Utilizou-se a quercetina, ativo de origem natural pertencente a classe dos 

flavonoides que apresenta alta capacidade antioxidante (CADDEO et al., 2019), como controle 

positivo. Os valores obtidos estão apresentados na Tabela 10. 

Observou-se que o bioativo livre e encapsulado apresentou atividade antioxidante, 

porém menor que a do controle. O sistema S970LA manteve a atividade antioxidante 

semelhante à do bioativo livre indicando que a incorporação do lapachol nas micelas não alterou 

sua eficiência no teste. Sheth e Bahadur (2018) sugerem que este comportamento ocorre devido 

a interação do bioativo com o solvente utilizado e com o sistema polimérico que propicia sua 

solubilização e consequentemente tornando disponível a interação do ativo com o radical 

DPPH.  

 

Tabela 10. Valores de CI50 do bioativo livre e micelas com e sem lapachol encontrados a 

partir da medição da atividade antioxidante in vitro. 

CI50 (µg/ml) Quercetina LA S970LA S970B 

DPPH 0,67 ± 0,02 4,06 ± 0,16 3,8 ± 0,34 15,09 ± 1,48 

Menores valores de CI50 indicam melhores atividades antioxidantes 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

O resultado de CI50 obtido para o lapachol foi inferior ao encontrado na literatura, 

100 µg/ml (THEODULOZ et al., 2012). Essa diferença pode ter ocorrido devido à modificação 

realizada na metodologia utilizada para o teste.  

Segundo ZERAIK et al. (2016) a atividade antioxidante pode ser afetada pela 

presença de carbonilas e o número de hidroxilas livres, fatores esses que são evidenciados na 

estrutura química do lapachol. A possível inibição do radical DPPH está sugerida na Figura 22.  

 

Figura 22 - Redução do radical livre DPPH pelo antioxidante lapachol.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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4.10 Ensaio para inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE) 

 

A enzima AchE atua como um catalizador para reação de hidrólise da acetilcolina 

(ACh), neurotransmissor do sistema colinérgico, com efeito predominante nos neurônios 

motores envolvidos na formação de memória (KHAN et al., 2018). A falta de ACh pode ser 

atribuída à destruição de neurônios colinérgicos ou à maior taxa de degradação da acetilcolina, 

que resulta na falta de estímulo colinérgico necessário para um eficiente funcionamento 

neurológico (MADAV; WAIRKAR; PRABHAKAR, 2019). Dessa forma os inibidores podem 

ser utilizados para impedir que a AChE hidrolise a ACh, fazendo com que este neurotransmissor 

permaneça ativo.   

Trabalhos na literatura tentam relacionar algumas atividades com a capacidade 

inibitória da acetilcolinesterase, como a propriedade inseticida (SHANG et al., 2018) e 

antioxidante (ZERAIK et al., 2016). Considerando esta relação foi realizado um estudo 

qualitativo da possível capacidade do lapachol de inibir a AChE, uma vez que este apresenta 

ambas atividades (BORGES et al., 2019). Os resultados qualitativos da inibição da enzima estão 

apresentados na Tabela 11.  

 

Tabela 11 - Inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE).  

 

Amostras 

 

Resultado 

 

Tamanho do halo 

(mm) 

LA positivo 11 

S970LA positivo 7 

S970B negativo ** 

Padrão Eserina positivo 9 

** Não apresentou formação do “halo” de inibição 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 

 

Foi utilizado como controle positivo o alcaloide Eserina (Fisostigmina) com 

capacidade inibitora da acetilcolinesterase, utilizado na terapia de várias doenças como 

Alzheimer e glaucoma (MARINHO et al., 2019). 

Observou-se que o halo de inibição da enzima pelo lapachol livre mostrou-se 

bastante eficiente se comparado com o controle Eserina. No entanto o sistema sem o bioativo 
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não apresentou inibição, logo o resultado positivo do sistema S970LA  pode ser atribuído apenas 

a presença do lapachol confirmando seu encapsulamento.  

O menor halo de inibição obtido para o sistema encapsulado poder ser atribuído a 

parte do bioativo estar revestido nas micelas, fato esse que proporcionou uma menor interação 

do ativo com a enzima. Como o resultado foi de natureza qualitativa torna-se interessante maior 

investigação da capacidade inibitória do lapachol para confirmar que se trata de promissor 

agente no tratamento de doenças neurodegenerativas 

 

4.11 Liberação in vitro 

 

O ensaio de liberação foi realizado para verificar o perfil de liberação do ativo livre 

e do sistema micelar contendo o bioativo em pH fisiológico, adicionado o etanol para solubilizar 

o bioativo difundido, possibilitando sua quantificação. Para a quantificação foi obtida uma 

curva de calibração do lapachol nas condições de realização do ensaio, obtendo-se uma equação 

que foi utilizada para determinar a concentração do ativo no meio receptor. A quantidade de 

bioativo liberada no meio receptor, para os ensaios do lapachol e do sistema micelar foram 

quantificadas e expostas em termos de percentagem, mostradas na Figura 23. 

 

Figura 23 - Perfil de liberação do lapachol livre e do sistema S970 

encapsulado com lapachol 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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O perfil de liberação foi diferente para a solução de lapachol e para o sistema 

micelar. A difusão do bioativo em solução foi rápida, cerca de 96% do lapachol foi liberado em 

24 horas, enquanto o sistema liberou 60% em 72 horas, indicando que este pode prolongar o 

tempo de liberação do ativo. 

A liberação no sistema ocorreu em dois estágios, na primeira etapa uma liberação 

rápida foi observada nas primeiras 8 horas em que cerca de 50% do lapachol foi liberado, este 

estágio pode ser relacionado a rápida quebra das micelas, que pode resultar em elevação da 

concentração plasmática do ativo e possibilitar o bioativo atingir o nível terapêutico (PATIL; 

MAHAJAN, 2018). O segundo estágio de liberação é lento e constante até a conclusão do 

estudo.  

Este resultado é promissor tendo em vista que pode corroborar para a redução da 

toxicidade do lapachol podendo favorecer a redução dos efeitos colaterais proveniente do seu 

uso ao retardar a liberação do ativo. 

 

4.12 Estudo cinético de liberação  

 

Possíveis mecanismos de liberação do sistema micelar são difusão, erosão e 

intumescimento (ZHAO et al., 2017). Para determinar o mecanismo de liberação do lapachol 

nas micelas binárias seu perfil de liberação foi submetido a modelos cinéticos e seus respectivos 

valores de coeficiente de correlação (R2) foram calculados (Tabela 12). 

Os resultados mostram que os dados de liberação de lapachol se ajustam melhor ao 

modelo cinético de Kormeyer-Peppas, que apresentou maior valor do coeficiente de correlação. 

Este modelo é geralmente utilizado para se referir ao perfil de liberação de drogas em sistemas 

poliméricos quando os mecanismos não são bem conhecidos ou quando mais de um tipo de 

fenômeno de liberação pode está envolvido (SARHAN et al., 2010). 

 

Tabela 12 – Parâmetros de modelo da cinética de liberação 

Modelo R2 

Ordem zero 0,9359 

Primeira ordem 0,9176 

Korsmeyer-Peppas 0,9728 

Higuchi 0,9537 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
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O modelo cinético de Kormeyer-Peppas pode ser representado pela equação 6, onde 

k representa uma constante que incorpora as características estruturais e geométricas da forma 

de dosagem do medicamento, n é o expoente de liberação, indica o mecanismo de liberação do 

medicamento, Mt/M∞ é a fração do medicamento liberado ao longo do tempo e t representa o 

tempo: 

 

Mt/M∞ = ktn                                                                                                                              (6) 

 

O valor do expoente de liberação obtido pela inclinação da reta foi de 1,9684 , 

indicando a liberação do tipo transporte super caso II (Tabela 13). Isso sugere que mais de um 

mecanismo está envolvido; a combinação de difusão e relaxamento pode ocorrer conforme 

descrito na literatura (MAITI; MUKHERJEE; DATTA, 2014). 

 

Tabela 13 - Interpretação do expoente de liberação considerando a forma esférica 

Expoente de Liberação (n) Mecanismo de liberação 

0,43 Difusão Fickiana 

0,43 < n < 0,85; Transporteanômalo (não-fickiano) 

0,85 TransporteCaso-II / Possívelliberação de ordemzero 

0,85 < n Transporte Super Caso-II 

Fonte: (MAITI; MUKHERJEE; DATTA, 2014; RITGER; PEPPAS, 1987) 
 

Os copolímeros utilizados neste trabalho são triblocos com segmento hidrofílico, 

polóxido de etileno (E), maior que a camada hidrofóbica, polóxido de propileno (P) ou 

polioxiestireno (S). A forma das micelas resultantes dessas combinações é geralmente esférica 

(SAMADDAR; DEEP; KIM, 2018), portanto, os valores do expoente de liberação para formas 

esféricas foram considerados. 

 

4.13 Ensaio de citotoxicidade 

 

O ensaio MTT foi utilizado para investigar a citotoxicidade e calcular os valores de 

CI50 do lapachol livre e em sistema micelar contra as linhagens de células de câncer de próstata, 

glioblastoma, colorretal e leucemia (Tabela 14). Os dados obtidos estão representados em 

valores de CI50 (µg/mL)e correspondem à média ± E.P.M. de três experimentos independentes 
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realizados em triplicata, determinados por regressão não linear gerado no programa GraphPad 

Prism 6.  

 

Tabela 14 - Atividade antiproliferativa do lapachol livre e encapsulado em quatro linhagens de 

células tumorais avaliado pelo ensaio do MTT em 72 h de tratamento. 

 MTT (CI50 µg/mL) – 72 h 

Amostras 
PC3 SNB-19  HCT-116 HL-60 

 (Prostáta) (Glioblastoma)  (Colorretal) (Leucemia) 

LA 5,891 ± 1,063 21,98 ± 3,047 9,975 ± 1,595 7,415 ± 1,084 

S970LA 19,07 ± 2,821 > 40 12,37 ± 2,017 17,54 ± 2,643 

S970B − − − − 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019 
 

O sistema micelar sem o ativo não apresentou toxicidade para as linhagens celulares 

testadas indicando uma excelente biocompatibilidade (WANG et al., 2019). O ativo livre e 

encapsulado, apresentaram elevados valores de CI50 quanto a linhagem de câncer glioblastoma 

indicando baixa atividade tóxica. 

Os valores de CI50 do lapachol e sistema encapsulado contra as células do câncer de 

próstata, colorretal e leucemia foram menores que os obtidos para a linhagem de Glioblastoma 

indicando potencial efeito tóxico. No entanto foi observada uma diferença entre o lapachol livre 

e o sistema encapsulado. A maior atividade do lapachol livre pode ser explicada pela liberação 

incompleta do ativo pelo sistema micelar resultando na redução de sua eficácia (BIRHAN et 

al., 2019).  
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5. CONCLUSÃO 

 

Os sistemas micelares formados pelas misturas binárias dos copolímeros triblocos 

E65S9E65/F127 apresentaram melhores resultados que os sistemas isolados contribuindo para 

melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do lapachol. O sistema que apresentou os 

melhores resultados foi o S970, logo foi escolhido para participar dos testes antioxidante, 

inibição da enzima acetilcolinesterase, ensaio citotóxico e de liberação in vitro. Os resultados 

revelaram que o sistema  produzido é promissor para o carreamento do fármaco, uma vez que 

mostrou-se promissor para aplicação intravenosa, pois apresentou reduzido tamanho e 

moderada polidispersividade, manteve a atividade antioxidante do lapachol livre, apresentou 

capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase, além de potencial efeito toxico em células de 

câncer de próstata, colorretal e leucemia e capacidade de retardar a liberação do ativo, 

apresentando mecanismo de liberação Transporte Super Caso-II. Portanto o sistema pode ser 

cogitado para auxiliar no carreamento de bioativos pouco solúveis e quando utilizado como 

excipiente para o lapachol torna-se promissor para auxiliar na prevenção e terapia de várias 

doenças como Alzheimer, glaucoma e câncer. 
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ANEXO A – PRODUTO OBTIDO DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO 

ESTUDO: ARTIGO ACEITO 
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ANEXO B – PRODUTO OBTIDO DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO 

ESTUDO: PARTICIPAÇÃO EM CONGRESSO 

 

 

 

 


