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Educacao

PREPARATION OF LAPACHOL DERIVATIVES IN ACID AND BASE MEDIA: PROPOSED EXPERIMENTS FOR ORGANIC
CHEMISTRY LABORATORY CLASSES. In this educational paper we describe the extraction of lapachol from its natural source
according to acid-base concepts in organic chemistry and the use of its derivatives B-lapachone and hydroxy-hydrolapachol to

exemplify intramolecular cyclization, carbocation stability, Michael addition reaction and chromatography. The experiments were

performed during three different undergraduate organic chemistry laboratory classes using low cost material, while avoiding color
reagents for TLC visualization, as well as small-scale column chromatography to isolate the mixture of lapachol and -lapachone.

Keywords: lapachol; acid-base concepts; chromatography.

INTRODUCAO

O uso do lapachol (1) no Brasil conta com uma longa histdria,
culminando no seu uso como anticancer através do Laboratdrio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE).! O lapachol (1)
¢ uma naftoquinona isolada de uma fonte natural, o cerne do lenho
de drvores da familia do ipé (Tabebuia spp., Bignoniaceae), com um
rendimento variado entre 1 e 7% em massa, dependendo da espécie e de
outros fatores como a regido e a sazonalidade.”> O conhecimento deste
produto natural data de 1858°¢ seu estudo quimico possui notério vo-
lume de publicagdes devido aos trabalhos pioneiros de S. C. Hooker,**
bem como publicacdes pdstumas feitas por L. F. Fieser, apresentando
uma série de artigos contendo resultados de trabalhos de Hooker.®

Devido ao seu cardter dcido, com pKa determinado através de
titulagoes pH-métricas e espectrofotométricas’ em aproximadamente
6,0, o lapachol (1) pode ser prontamente extraido de sua fonte natural
quando em contato com uma solu¢@o alcalina.! Em sua forma écida,
apresenta-se como um sélido de cor amarelada e insolivel em agua,
entretanto, o seu sal (base conjugada) (2) apresenta grande solubi-
lidade em dgua e uma coloragdo vermelha. Assim, uma solucdo de
Na,CO, ou NaHCO, pode ser empregada para tal extracdo, como
exemplificado no Esquema 1. Podemos escrever ainda mais duas
estruturas candnicas que contribuem para a estabilidade da base
conjugada 2.
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Esquema 1. Reagdo de ionizagdo do lapachol (1) em solu¢do de carbonato
de sodio

Outra naftoquinona natural que possui destaque € a B-lapachona
(3). Esse isomero constitucional do lapachol (1), também presente em
algumas espécies da familia Bignoniaceae, possui grande interesse
cientifico devido ao seu perfil farmacolégico.® Em 1882, Paterno
obteve sinteticamente, pela primeira vez, a B-lapachona (3) através
de um tratamento acido do lapachol (1)’ e, subsequentemente, Hooker
determinou sua estrutura e condi¢des para a formacéo deste produto
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natural, além da o-lapachona (4), uma naftoquinona isomérica de
origem natural,'® de acordo com o Esquema 2.
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Esquema 2. Formagao 3-lapachona (3) e da a-lapachona (4) a partir do
lapachol (1)

O uso de H,SO, concentrado fornece exclusivamente a
B-lapachona (3), sendo esta seletividade estudada por Ettlinger."' No
trabalho em questdo, a formagdo exclusiva de 3 estd relacionada a sua
basicidade. A B-lapachona (3) se mostrou muito mais bésica que seu
isomero o, ja que sua forma dcida 6 apresentou pKa = -3,45, valor
este maior em quase trés unidades em relag@o a o-lapachona (4) (pKa
=-6,35)." Ap6s a dilui¢do do meio reacional com dgua, o B-cétion
6 libera rapidamente 3 e esta precipita. A formacdo dos produtos
ciclicos € bastante favorecida em meio 4cido devido a formagdo do
carbocdtion tercidrio 5, apds uma reacdo de adi¢do a ligacdo dupla
da cadeia lateral (Esquema 3).
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Esquema 3. Ciclizagdo do lapachol (1) para formagao da -lapachona (3)

Em trabalho realizado por Hooker, a -lapachona (3) foi subme-
tida a uma solucéo alcalina sob aquecimento. O produto obtido para a
reagdo foi denominado por ele de hidroxi-hidrolapachol (7), Esquema
4, resultante da abertura do anel heterociclico pela base utilizada.'?
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Esquema 4. Abertura do anel heterociclico de 3 com base sob aquecimento

Um mecanismo proposto para a reaciio € a abertura do anel hetero-
ciclico através de uma adicéo do tipo Michael com ataque nucleofilico
do fon hidréxido ao sistema o, -insaturado da naftoquinona, seguido
por uma eliminacdo. Alguns estudos corroboram esta proposta me-
canistica, quando da obtencdo de adutos da -lapachona apés ataque
nucleofilico do aminoécido cisteina e do 2-mercaptoetanol ao sistema
o,B-insaturado da -lapachona (3).1*

Esta proposta de trabalho com o lapachol se torna vidvel por
ser um produto natural obtido em quantidade satisfatdria (gramas)
de sua fonte natural, utilizando recursos de baixo custo e com po-
tencial diversidade para aulas praticas em Quimica Orgénica, como
a exemplificacdo de diversas reagdes orgdnicas através da sintese
de naftoquinonas derivadas deste produto natural,’>'® bem como da
modificac@o estrutural da B-lapachona.'” Além da possibilidade de
explorar a reatividade das naftoquinonas em aulas préticas, pode-se
também utilizar tais compostos para demonstrar as técnicas de croma-
tografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em coluna (CC).

A CCD € uma técnica simples e de execu¢do rdapida, sendo
uma ferramenta eficaz de andlise qualitativa para avaliagdo de uma
amostra simples. A técnica possui vdrias finalidades como: avaliagio
do nimero de componentes de uma mistura, determina¢ao da identi-
dade de uma amostra por compara¢ao com um padrio, ser utilizada
também para monitoramento do progresso de uma reagio quimica
ou escolha de um solvente apropriado para uma separacio por CC
e seu monitoramento durante a separagdo.'® Entretanto, € comum a
utilizacdo de reveladores quimicos ou indicadores de fluorescéncia
em luz ultravioleta para que os compostos organicos sejam visuali-
zados nas placas cromatograficas. Uma vez que as naftoquinonas se
apresentam na forma de cristais em diversas coloracdes, tais como,
amarela, vermelha e laranja, ha uma grande praticidade na utiliza-
¢do destes compostos em cromatografia, pois dispensam o uso de
reveladores quimicos, indicadores de fluorescéncia ou camara de
ultravioleta, tornando os experimentos praticos, simples e de baixo
custo. O emprego destes compostos torna as técnicas de CCD e CC
visualmente didaticas, visto que a separacdo dos componentes da
mistura pode ser observada na forma de manchas distintas durante o
desenvolvimento dos cromatogramas. Outra proposta deste trabalho
é a utilizag¢do da técnica de CC em escala reduzida,'® minimizando as
quantidades do solvente organico e da silica gel empregados.

PARTE EXPERIMENTAL
Primeira aula: extracio e purificacio do lapachol (1)

A extracdo de 1 foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Ferreira.”’ Aproximadamente 200 g de serragem de ipé
foram colocados em um béquer de 2 L e, em seguida, adicionou-se 1
L de uma solugd@o 1% de Na,CO,. A mistura foi deixada em repouso
por 45 min, com agitag¢do ocasional com bastao de vidro. A solugdo
extratora, de coloracdo avermelhada, foi filtrada sobre gaze. Ao
filtrado adicionou-se vagarosamente uma solu¢do de HCI 6M até a
solucdo vermelha tornar-se amarela. Nesta etapa ja € possivel observar
a formagdo do lapachol (1) na forma de um precipitado amarelo. O
lapachol (1) precipitado foi coletado através de uma filtragio simples
(aproximadamente 30 min), podendo ser feita filtragdo a vacuo. Ap6s
a filtrac@o, o material foi seco em estufa a 80 °C por 1 h, obtendo-se
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2,3 g do produto. A purifica¢@o do lapachol (1) foi executada, com
auxilio do monitor da disciplina, por cromatografia em coluna de silica
gel 60 (63-200 mm, 70-230 Mesh ASTM) (20 g) utilizando coluna
de vidro (h =30 cm e @ = 3,0 cm) e sistema eluente acetato de etila/
hexano (3:7) (250 mL). Ap6s evaporagdo do solvente foram obtidos
1,3 g de lapachol (1) na forma de cristais amarelos. P.F.: 139-140 °C.
(lit. 139,5-140,2 °C).!

Segunda aula: sintese da 3-lapachona (3) e do hidroxi-hidrola-
pachol (7)

B-lapachona (3)

Um béquer de 50 mL contendo 484 mg do lapachol (1) foi
colocado em banho de gelo e adicionaram-se lentamente 5,0 mL
de H,SO, concentrado. A mistura reacional foi mantida por 15 min
no banho de gelo com agitacdes a cada 5 min. Apés o término da
reacdo, a mistura foi vertida em 150 mL de dgua destilada gelada e o
precipitado, de coloracao laranja, foi filtrado em papel previamente
pesado, lavado com dgua destilada e seco em estufa a 80 °C por 1 h.
Depois de seco e pesado, o material forneceu 339 mg (Rend. = 70%).
P.F.: 154-156 °C. (lit. 154,5 a 155,4 °C).*!

Hidroxi-hidrolapachol (7)

Em um béquer de 100 mL contendo 242 mg de 3 adicionaram-
-se 30 mL de uma solucdo 5% de NaOH. A mistura foi aquecida em
chapa aquecedora e agitada até a ebuli¢do e total dissolucdo de 3,
formando uma solucé@o de cor vermelha. Apds 2-3 min de ebuligdo,
a mistura foi resfriada e uma solugdo de HCI 6 M foi gotejada até
a mudanga de coloracdo para amarela, indicando a formacao do
hidroxi-hidrolapachol (7). Foi realizada uma extraco liquido-liquido
em funil de separagdo de 125 mL com 30 mL de acetato de etila. A
fase organica contendo 7 foi coletada, seca com Na,SO, anidro e ap6s
evaporacdo do solvente foram obtidos 161 mg de um s6lido amarelo
(Rend. = 62%). P.F.: 125-126 °C (lit. 125-125,5 °C).*

Terceira aula: uso das naftoquinonas em cromatografia

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a realizacdio da técnica de CCD utilizou-se uma cromatofolha
de silica gel 60 do fabricante Macherey-Nagel, cortada com estilete
nas dimensdes 5 x 10 cm. Foram marcados 4 pontos de aplicacdo
com espacamento de 0,5 cm das bordas laterais da placae 1 cm entre
cada um dos pontos. Abaixo dos pontos de aplicacdo foram grafadas
as letras L (lapachol), B (B-lapachona), H (hidroxi-hidrolapachol) e
M (mistura de todos). Uma ponta de espatula de cada uma dos com-
postos foi adicionada em 3 frascos distintos e dissolvida com 1 mL
de acetato de etila. As amostras foram aplicadas com capilar de vidro
e a placa foi colocada no interior de uma cuba, previamente saturada,
para a eluico com acetato de etila/n-hexano (3:7). Apés a eluigdo,
foram calculados os fatores de retencdo das manchas observadas.

Cromatografia em coluna com escala reduzida

Foram pesados, em um mesmo béquer de 50 mL, 10 mgde 1 e
10 mg de 3. Para a separac@o em escala reduzida foi utilizada pipeta
Pasteur com ponta cortada (h =15 cm e & =7 mm). Um pedaco de al-
godao foi colocado no fundo da pipeta, que foi adaptada a um suporte
universal. Em seguida, foram pesados, em um béquer de 50 mL, 2 g
de silica gel 60 com tamanho de particula 63-200 mm (70-230 Mesh
ASTM) e adicionados 5 mL da fase movel acetato de etila/n-hexano
(3:7) para preparacdo da coluna. Apds a compactacio da coluna, a
mistura de 1 e 3 foi dissolvida com 0,5 mL da fase movel e transferida
para o topo da coluna com auxilio de conta-gotas (ou pipeta Pasteur).
Ap6s o volume total da mistura atingir o nivel superior da coluna de
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silica e esta adsorver os componentes da mistura, completou-se o
volume da coluna com a fase mével. As fracdes foram coletadas em
4 tubos de ensaio e, em seguida, analisadas por CCD.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo de extrag¢do do lapachol (1) de sua fonte foi adequado
para a realizagdo da aula, sendo possivel obter 1,3 g do produto puri-
ficado a partir de 200 g de serragem de ipé€, quantidade suficiente para
realizar os demais experimentos propostos. O emprego do Na,CO,
em lugar de bases mais fortes evita a extracdo de compostos dcidos
mais fracos que o lapachol. Durante a extragdo, o professor poderd
explicar conceitos de dcidos e bases em quimica orginica e mostrar
o Esquema 1 para compreensdo do cardter dcido do lapachol (1).
Em uma andlise intrinseca da base conjugada 2, € possivel escrever
ainda mais duas estruturas canonicas significativas para tal ion,
evidenciando sua relativa estabilidade. Durante o procedimento de
secagem na estufa, o professor deve explicar o equilibrio acido-base
entre 2 e o HCl, destacando a formacao do lapachol como 4cido mais
fraco e a pouca solubilidade do mesmo em dgua, de acordo com sua
estrutura. Pode-se também relatar a importancia dos produtos naturais
como fonte de medicamentos. A purifica¢do de 1 feita por cromato-
grafia em coluna trata-se de uma rdpida filtrag@o sobre gel de silica
para separar o produto de resinas e fibras de celulose.

O emprego de H,SO, concentrado € necessdrio para obtencdo
exclusiva da B-lapachona (3), com rendimento satisfatdrio para pros-
seguir na preparacio do hidroxi-hidrolapachol (7). O professor deve
apresentar o mecanismo da rea¢do de formacdo da -lapachona (3)
de acordo com o Esquema 3. Isso poderd ser feito durante o tempo
de secagem do material na estufa. J4 a reagdo de abertura do anel,
como ja mencionado, ocorre a partir de um ataque nucleofilico do
fon hidréxido ao sistema o,B-insaturado da naftoquinona, através de
uma adicdo tipo Michael 1,4 para a formacdo do aduto 8, seguida de
eliminag¢do para a formagdo do alcéxido tercidrio 9. Apés etapas de
transferéncia de prétons (prototropismo) e acidificagdo do meio, o
produto precipita, como ilustrado no Esquema 5.
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Esquema 5. Mecanismo proposto para a formagdo do hidroxi-hidrolapachol

(7)

O professor deve relacionar as caracteristicas estruturais das naf-
toquinonas com o comportamento das mesmas na CCD, abordando
temas como forgas intermoleculares e polaridade dos compostos
através de vetores momento dipolar para explicar os diferentes fatores
de retencio observados para as naftoquinonas. Os valores listados na
Tabela 1 foram obtidos apés 3 determinacdes.

Para reaproveitamento da placa, apés o cdlculo dos fatores de
retencdo, as mesmas foram colocadas em uma cuba contendo meta-
nol para “limpeza”. O metanol consegue eluir as trés naftoquinonas
até o limite da linha de frente do solvente, deixando a placa pronta
para reutilizacdo durante a comparacio das fracdes coletadas na
cromatografia em coluna. A separagdo de 1 e 3 em coluna com escala
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Tabela 1. Fatores de retencdo calculados para as naftoquinonas utilizadas

Composto Fator de retengdo (R)*
lapachol =0,55/2*=0,56/3*=0,56
-lapachona 1*=0,35/2*=0,34/3*=0,35

hidroxi-hidrolapachol 1*=0,20/2*=0,19/3"=0,20

*Trés determinagdes dos fatores de reteng@o.

reduzida foi realizada de maneira rdpida e com uso 50 mL da fase
movel, podendo-se visualizar duas bandas distintas ao longo do de-
senvolvimento do cromatograma. As duas primeiras fracoes coletadas
continham apenas 1, na terceira ndo havia nenhum dos compostos
e na quarta foi coletado apenas 3, apds andlise por CCD. Existem
paginas na internet que demonstram como montar uma coluna para
cromatografia.?

CONCLUSOES

A aplicagdo das técnicas descritas durante as aulas da disci-
plina Quimica Organica Experimental favoreceu a compreensio
dos estudantes acerca dos temas abordados. Assim, apresentamos
uma continuidade do uso do lapachol (1), proposto inicialmente
por Ferreira,® como recurso diddtico para aulas experimentais em
Quimica Organica, com um tempo méaximo de 3 h de duragdo em
cada aula. Podendo ser abordados os temas: dcidos e bases, reacdes
de adi¢@o a alcenos, estabilidade de carbocdtions, reacéio de adicdo
de Michael, CCD e CC com escala reduzida, tendo como uma das
vantagens o baixo custo dos materiais empregados nas aulas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em arquivo
PDF em http://quimicanova.sbq.org.br, encontram-se fotografias
do cromatograma obtido por CCD e da pipeta de Pasteur utilizada
para CC.
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Figura 1S. CCD com as naftoquinonas utilizadas. Sistema eluente utilizado:
acetato de etila/n-hexano (3:7)

Figura 28. Pipeta Pasteur adaptada para cromatografia em coluna com

escala reduzida
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