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RESUMO 

A naphthoquinona (Lapachol) é um composto encontrado naturalmente como 

constituinte de muitas plantas da família das Bignoniaceae. Esse composto foi estudado 

por muitos anos devido às atividades biológicas apresentadas. O trabalho atual 

investigou a ação do lapachol sobre a atividade inflamatória do veneno total de 

Bothrops jararacussu e da sua isoforma de fosfolipase A2 K49 (BthTx-I), através da 

indução de edema de pata em camundongos “Swiss”, produzido pela injeção subplantar 

do veneno total e da fração BthTx-I purificada. Os estudos foram realizados incubando-

se o veneno e a BthTx-I com o Lapachol (1: 1 e 1: 2 p/p) e demonstraram que o 
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lapachol foi capaz de diminuir a atividade inflamatória no edema de pata. Novos 

estudos devem ser realizados para elucidar o seu mecanismo de ação. 

 

ABSTRACT 

Lapachol (naphthoquinone) is a compound naturally encountered as a constituent of 

many Bignoniaceae family plants. It has been the subject of much interest for many 

years due to biological activities shown. The present study investigated the effect of 

lapachol on B. jararacussu venom and on the K49 PLA2 isoform (BthTx-I) in anti-

inflammatory activity. Edema was induced by intradermal injection, in the foot pad of 

Swiss mice, of B. jararacussu venom and purified BthTx-I. Inhibition studies were 

performed by incubating venom and BthTx-I with Lapachol at different ratios (1:1 and 

1:2 p/p). It has been concluded that Lapachol was capable of neutralizing the anti-

inflammatory activity induced by crude venom, and the BthTx-I in paw edema. Further   

studies should be accomplished to elucidate its mechanism of action.  

 

INTRODUÇÃO 

A inflamação pode ser definida como uma reação da microcirculação induzida 

por uma injúria aos tecidos, com a conseqüente movimentação de elementos 

intravasculares, como fluidos, células e moléculas, para o espaço extravascular. Ela é 

caracterizada por alterações no calibre vascular, seguida por aumento do fluxo 

sangüíneo, alterações estruturais nos componentes de microcirculação, acarretando 

aumento da permeabilidade vascular e saída de células e moléculas dos vasos para os 

tecidos, além de migração de células de defesa (leucócitos) e acúmulo no espaço 

extravascular, onde ocorreu a injúria (BJORKMAN, 1996). 

A busca de novos compostos obtidos a partir de plantas tem proporcionado à 

indústria farmacêutica uma fonte de pesquisa para o desenvolvimento de novos 

fármacos. A importância histórica desses compostos, como protótipo de categorias 

terapêuticas, data do século XVIII com a descoberta da digitoxina e, no século seguinte, 

da morfina, quinina, atropina, efedrina, cocaína e tubocurarina (SCHENKEL et al., 

1999). 
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Os anti-inflamatórios que apresentam melhor eficácia terapêutica são os 

derivados de corticosteróides, no entanto, a utilização desses fármacos, principalmente a 

longo prazo, implica efeitos colaterais metabólicos indesejáveis. Como alternativa aos 

anti-inflamatórios esteroidais encontramos os anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINES), que também apresentam contra-indicações e restrições ao seu uso 

principalmente em indivíduos com problemas gastrointestinais. Atualmente há um 

melhor conhecimento da fisiopatologia dos processos inflamatórios, e têm-se sugerido 

diversos níveis de atuação ou estratégia na busca de novos fármacos, dirigidos ao 

controle de mecanismos específicos relevantes na resposta inflamatória (BJORKMAN, 

1996). 

Os princípios ativos obtidos a partir de plantas têm se mostrado promissores no 

tratamento de episódios inflamatórios. A possibilidade de uma grande diversidade 

química estrutural, que implica atividades farmacológicas distintas, tem sido 

amplamente explorada em busca de um novo composto com atividade anti-inflamatória. 

Quinonas, classe estrutural amplamente distribuída na natureza, são encontradas 

em plantas, fungos e bactérias. Estruturalmente, possuem anéis aromáticos com duas 

substituições cetona e são altamente reativas (HUANG et al., 2002). A bioquímica e 

citotoxicidade das quinonas vêm sendo extensivamente estudadas in vitro. 

Naftoquinonas, por exemplo, sofrem oxidorredução cíclica, formando espécies reativas 

de oxigênio, pela reação com agentes redutores celulares. Átomos de carbono 

adjacentes a grupos carbonila são eletrofílicos, tornando as naftoquinonas que não são 

totalmente substituídas no anel quinona em agentes alquilantes (MUNDAY et al., 

1995). 

A Tabebuia avellanedae, pertencente à família das Bignoniaceae, é uma planta 

nativa da América do Sul, onde é conhecida como Pau D'Arco, Tahebo ou Ipê Roxo. As 

cascas dessas árvores são utilizadas na medicina popular como adstringente e anti-

reumático, e estudos demonstraram a atividade antitumoral e antimicrobiana atribuída à 

presença da naftoquinona lapachol. A naftoquinona natural mais conhecida devido à 

facilidade de extração é o lapachol (Figura 1), sendo material de partida para estudos de 

seus derivados. (FERREIRA, 2001; BRAZ-FILHO, 2002; VARGAS, 2006). 

As fosfolipases A2 (PLA2) são enzimas amplamente distribuídas na natureza, 

podendo ser encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamíferos (pulmão, fígado, 



Revista Multidisciplinar da Saúde – Ano I – Nº 01 - 2009 

54 

 

baço, coração, eritrócitos, plaquetas e leucócitos polimorfonucleares). No entanto, as 

mais conhecidas são aquelas encontradas nos tecidos pancreáticos de mamíferos e nos 

venenos de serpentes e insetos (VERHEIJ et. al., 1980). As PLA2s de serpentes 

possuem vários efeitos farmacológicos, tais como: neurotoxicidade pré e pós sináptica, 

miotoxidade, atividade coagulante (LANDUCCI et al., 1994) e anticoagulante, 

convulsionante, hipotensiva, hemolítica (ROSENFELD, 1971), hemorrágica e 

edematológica (KINI; IWANAGA, 1986; KINI; EVANS, 1987). Estas moléculas são 

enzimas que desempenham importante papel no metabolismo de lipídios com alta 

especificidade estéreo específica para hidrólise da ligação 3sn-fosfoglicídeos na posição 

sn-2 (DENNIS, 1997). 

Trabalhos realizados por Chandra et al. (2002) e Singh et al. (2003) mostram que 

compostos polifenólicos podem interagir de forma específica com PLA2 secretórias e 

modificar sua estrutura, podendo induzir a uma redução da atividade farmacológica 

destas PLA2, principalmente na parte de inflamação.   

Apesar de possuir estágios de atuação biológica não muito conhecidos, o 

lapachol deve atuar por diferentes mecanismos, sendo de interesse investigar a sua 

atuação no tratamento da inflamação induzida por fosfolipase de venenos de serpentes. 

 

OBJETIVOS 

Visto o potencial farmacológico das quinonas, foi avaliada a ação do lapachol, 

estrutura dessa classe de compostos, isolada e identificada no Centro Universitário 

Padre Anchieta quanto à atividade anti-inflamatória, quando esta foi induzida por 

proteína de veneno de cobra. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

- Extração do lapachol 

O lapachol foi extraído a partir da serragem da madeira de ipê amarelo, 

Tabebuia avellanedae, através de uma solução básica de carbonato e bicarbonato de 

sódio (FERREIRA et al., 2001; FERREIRA et al., 2003). A solução da serragem de ipê 
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imediatamente se torna vermelha intensa com a adição do meio básico. A mudança de 

coloração se deve à alteração estrutural dos grupos cromóforos devido à desprotonação 

fenólica, formando o lapacholato de sódio. O lapacholato de sódio é bastante solúvel em 

água, sendo assim facilmente separado dos resíduos da serragem da madeira por 

filtração. A solução resultante, quando acidificada com ácido clorídrico 6M, resulta na 

protonação do grupo fenólico, formando o lapachol, insolúvel em água, sendo carregado 

para a superfície pelo gás carbônico (CO2) e liberado na forma de espuma. O lapachol é 

cristalizado em etanol e lavado com etanol/água gelada e recristalizado em 

diclorometano/hexano. 

O lapachol poderá ser caracterizado por técnicas de ponto de fusão, 

infravermelho e RMN de 1H e 13C. 

O

OH

O  

Fig. 1. Estrutura química do lapachol isolado de Tabebuia avellanedae. 

- VENENOS 

O veneno de Bothrops jararacussu foi doado pelo Instituto Butantã. Os venenos 

foram utilizados na forma dessecada e permaneceram conservados   -20° C. 

- Purificação da PLA2 do veneno 

- Cromatografia de exclusão molecular 

Aproximadamente 20,0mg do veneno total foram purificados em uma coluna de 

exclusão molecular Protein Pack SW 300 (Waters), que foi acoplada ao sistema de 

cromatografia líquida de baixa pressão “APPS (HPLC) bio preparative – LC 650E”.  O 

sistema cromatográfico foi previamente equilibrado com tampão Bicarbonato de 

amônio 0,2M, pH 7,9. O monitoramento da corrida cromatográfica foi realizado a 

290nm. As frações coletadas foram liofilizadas e estocadas a -20oC. 
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- HPLC de fase reversa 

Tanto o veneno total como suas frações e as PLA2 foram purificados em HPLC 

de Fase Reversa. O sistema cromatográfico usado foi o HPLC - PDA 991 (Waters), 

equipado com duas bombas Waters modelo 515/B, um injetor automático de amostras 

U6K com um “loop” de 1,0mL e uma coluna   µ-microbodapack C-18 0,78 X 30 cm, 

previamente equilibrada com ácido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5. A eluição das 

amostras foi realizada usando um gradiente linear com Acetonitrila 66%. As frações 

foram monitoradas a 280nm. 

- Animais de Experimentação 

Os camundongos “Swiss” machos utilizados foram fornecidos e mantidos pelo 

Biotério da UNICAMP. 

- Animais e Grupo Controle 

No ensaio de edema de pata foram utilizados 5 camundongos  “Swiss”, machos, 

pesando em média 25g, tratados com ração balanceada PURINA-LABINA, água e 

ração “ad libitum” e ciclo claro-escuro de 12 horas. Foram realizados 2 experimentos 

independentes e complementados por grupos controles, nos quais os animais foram 

submetidos exatamente aos mesmos procedimentos que os grupos tratados. 

- Modelos Experimentais 

Os camundongos receberam injeção subplantar de veneno total e BthTx-I pura 

com lapachol, na proporção de 1:1 e 1:2 p/p, na pata posterior direita, na dose de 1 µg/g 

de peso corporal. A aplicação de solução de NaCl 0,9% foi feita na pata contralateral 

para controle negativo. Os edemas formados foram medidos com um paquímetro em 

intervalos de tempo de 0min, 30min, 1h, 2h, 3h, 6h, 9h, 24h após as injeções. Os 

resultados foram calculados pela diferença entre os valores obtidos em cada pata e 

foram expressos em porcentagem do aumento do edema da pata direita em relação à 

pata esquerda (LLORET; MORENO, 1993). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A participação das fosfolipases A2 (PLA2) do grupo II em processos inflamatórios 

como artrite reumatóide e asma está bem estabelecida. (BOMALASKI; CLARK, 
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1993). Vários dados sobre a atividade inflamatória destas enzimas são baseados em 

estudos experimentais, utilizando PLA2 purificadas de pâncreas e de venenos ofídicos. A 

escolha destas PLA2 se faz devido a sua alta semelhança estrutural e funcional com as 

PLA2 originais do organismo que desencadeiam esses fenômenos inflamatórios 

(PRUZANSKI; VADAS, 1989). As fosfolipases A2 induzem edema em animais 

(CIRINO et al., 1989; CHAVES et al., 1998), acarretam degranulação de mastócitos in 

vivo (DAMERAU et al., 1975) e estimulam infiltrado leucocitário na cavidade pleural 

ou bolsa de ar em camundongos e em pele de coelho (CASTRO et al., 2000). Alguns 

destes efeitos não estão diretamente relacionados à atividade enzimática destas proteínas, 

como é o caso da BthTx-I, que não possui atividade enzimática significativa, mas possui 

uma atividade farmacológica relevante.  

Neste ensaio foram avaliados os efeitos do lapachol (1:1 ou 1:2 p/p) sobre a 

resposta inflamatória induzida pela BthTx-I, no teste de edema de pata em 

camundongos. Os dados deste experimento foram expressos com o aumento do volume 

da pata (mm) registrado pelo paquímetro (Figuras 2 e 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Atividade edematogênica realizada por injeção subplantar na pata de 

camundongos. (■) 25µg /pata de veneno total; (▲) 25µg /pata de veneno total + 

lapachol 1:1; (●) 25µg /pata de veneno total + lapachol 1:2; (♦) Controle com PBS. 
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Fig. 3. Atividade edematogênica realizada por injeção subplantar na pata de 

camundongos. (■) 25µg/pata de BthTx-I; (▲) 25µg/pata de BthTx-I + lapachol 1:1; (●) 

25µg/pata de BthTx-I + lapachol 1:2; (♦) Controle com PBS  

Os resultados demonstram que o Lapachol possui um potencial efeito anti-

inflamatório, inibindo a resposta edematogênica induzida pelo veneno total de B. 

jararacussu e pela fração BthTx-I purificada. Os animais tratados com veneno total 

incubado com lapachol demonstraram uma diminuição relativa do edema, de acordo 

com a proporção entre lapachol e veneno total. Os animais tratados com veneno total 

mais lapachol na proporção de 1:1 tiveram uma redução no edema de aproximadamente 

20% em relação aos animais tratados apenas com veneno total; quando aumenta-se a 

proporção de lapachol para 1:2, observa-se a redução do edema para aproximadamente 

40%, demostrando que o lapachol interage com os componentes do veneno total 

inibindo sua atividade (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Aumento do volume da pata depois de 1 hora da injeção de veneno total. Grupo 

1, controle com PBS; Grupo 2, 25µg /pata de veneno total; Grupo 3, 25µg /pata de 

veneno total + lapachol 1:1; Grupo 4, 25µg /pata de veneno total + lapachol 1:2. 
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Pelo menos três mecanismos são propostos para os efeitos pró-inflamatórios das 

PLA2: a) atividade enzimática, b) quantidade de sítios positivos na molécula e c) 

presença de um sítio farmacológico com participação de resíduos positivos (WANG; 

TENG, 1990). Estas características colocam estas enzimas como ferramentas de 

pesquisa importantes para estudos farmacológicos em diversas funções nos organismos.  

Com o objetivo de definirmos o principal componente inflamatório do veneno 

total que provavelmente estaria sendo inibido e o possível mecanismo de ação do 

lapachol, o veneno total foi fracionado de acordo com Toyama (1995), para obtenção de 

BthTx-I, que é uma fosfolipase conhecidamente sem atividade enzimática, mas com 

atividade farmacológica, a qual induz edema em camundongos. A BthTx-I purificada, 

quando aplicada nos animais, induziu edema que durou aproximadamente 1h. Quando 

aplicamos BthTx-I na presença de lapachol nas proporções de 1:1 e 1:2, observamos 

uma redução significativa no edema, que foi respectivamente de 30% e 70% (Figura 5), 

mostrando a efetiva ação do lapachol sobre BthTx-I, inibindo a capacidade desta 

proteína causar inflamação.  

Os estudos conduzidos por Singh et al. (2003) sugerem que compostos 

polifenólicos, como as naftoquinonas, de características hidrofóbicas, podem entrar na 

cavidade hidrofóbica das PLA2, mas a inserção e as modificações induzidas na estrutura 

da PLA2 dependem da interação destas drogas com determinados resíduos de 

aminoácidos que podem ser independentes da cavidade hidrofóbica da proteína. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Aumento do volume da pata depois de 1 hora da injeção de veneno total. Grupo 

1, controle com PBS; Grupo 2, 25µg /pata de BthTx-I; Grupo 3, 25µg /pata de BthTx-I 

+ lapachol 1:1; Grupo 4, 25µg /pata de BthTx-I + lapachol 1:2. 
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CONCLUSÕES 

 Conclui-se que o lapachol apresenta atividade contra a inflamação induzida pela 

proteína BthTx-I extraída de veneno de serpente no modelo de edema de pata. O 

provável mecanismo de ação está relacionado com a inibição da atividade inflamatória 

da fosfolipase A2.   
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