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BIOLOGICAL ACTIVITY OF LAPACHOL AND SOME DERIVATIVES AS ANTIFUNGAL AND IN SEED GERMINATION.
The natural quinones lapachol, o-lapachone and B-lapachone, and the synthetic derivative B-lapachone-3-sulfonic-acid were assayed
for inhibition of fungal growth (Fusarium oxysporum) and germination of lettuce seeds (Lactuca sativa L.). B-Lapachone has the
strongest activity as a germination inhibitor and lapachol shows no effect. B-Lapachone, followed by lapachol, are the most active

in reducing fungal growth.
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INTRODUCAO

O uso de produtos naturais obtidos de plantas tem se estendido da
medicina para a agricultura, onde j4 foram utilizados para controle de
insetos e nematéides,! fungos,” bactérias,’ para estimular a imunidade
de plantas*e como agentes antigerminativos.’

As quinonas representam uma ampla e variada familia de me-
tabolitos de distribuicdo natural. Dentre as naftoquinonas naturais
destaca-se o lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-but-2-en-1-il)-1,4-
naftoquinona, 1], encontrado em drvores do género das tabebuias.®
A B-lapachona (2,2-dimetil-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-
diona, 2)” e a o-lapachona (2,2-dimetil-3,4-diidro-2H-benzo[g]
cromeno-5,10-diona, 3)” (Figura 1) também sdo encontradas no
lenho de ipés (Tabebuia), porém em quantidades muito pequenas.
Ja o 4cido B-lapachona-3-sulfonico (dcido 2,2-dimetil-5,6-dioxo-
3,4,5,6-tetraidro-2 H-benzo[h]cromeno-3-sulfdnico, 4) ndo € um
produto natural.®

No ambito da farmacologia, o lapachol possui ampla atividade
bioldgica contra diferentes organismos.® Recentemente este produto
natural vem sendo estudado sob a dtica do combate a fitopatégenos
e pragas, em sua a¢do herbicida e efeitos alelopaticos.’

Neste trabalho foram avaliados os efeitos do lapachol e seus
derivados sobre o desenvolvimento in vitro do Fusarium oxysporum,
um fungo de solo de grande importancia agrondmica, principalmente
por ser sistémico e de dificil controle quimico. Foram também re-
alizados ensaios para avaliar a atividade dessas substancias sobre a
germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.), com o objetivo
de se verificar possiveis efeitos de interesse agrondmico, como acio
estimuladora ou supressora da germinagao.

PARTE EXPERIMENTAL

O lapachol (1) estd disponivel comercialmente (Aldrich) e foi
obtido de madeira de ipé comercial.'”As substincias 2-4 foram
preparadas por técnicas descritas” (Figura 1). Todos os compostos
foram caracterizados espectroscopicamente e os resultados concor-
dam com a literatura.'!
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Figura 1. Preparagdo e estruturas dos compostos formados a partir do
lapachol (1): B-lapachona (2) o-lapachona (3) e dcido B-lapachona-3-
sulfonico (4)

Material biolégico

Foram utilizadas placas de Petri contendo o fungo Fusarium oxys-
porum, adquiridas na micoteca da Universidade Federal de Vicosa,
identificado com o cddigo de registro DOA-06 e sementes de alface
comercial (Lactuca sativa L.).

Preparo das solucoes

Ensaios biologicos

O ensaio com germinacio de sementes de alface empregou so-
lugdes de concentragdo 1 mg mL™! (em diclorometano (DCM) para
1-3, e em 4gua destilada para 4; os solventes foram escolhidos para
proporcionar boa solubilidade). Foram feitos 4 tratamentos, cada
um com 2 mL de cada solucio contendo os compostos 1-4, além de
2 controles, um positivo (sem adi¢éo) e outro negativo (adi¢do de 2
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mL de DCM puro). As sementes tratadas foram deixadas ao ar livre
para que o solvente evaporasse e, em seguida, adicionaram-se 3 mL
de dgua destilada para cada placa (exceto o tratamento com 4, que
recebeu mais 1 mL de dgua). Foram feitas 4 repeti¢des para cada
tratamento e controle, e cada repeticdo foi realizada em uma placa
de Petri contendo 50 sementes de alface. As placas foram lacradas
com filme plastico e acondicionadas em camara com fotoperiodo de
12 h (luz do dia) e temperatura de 23 = 1 °C.

O ensaio para avaliar o crescimento do fungo F. oxysporum empregou
solugdes a 0,5 mg mL" (em dimetilsulféxido (DMSO) para 1-3, ¢ no
préprio meio de cultura para 4), adicionadas na proporgao de 1% (v/v)
ao meio de cultura (batata-dextrose-agar — BDA) para os 4 tratamentos
(conc. final no meio de cultura = 5 mg L); foram feitos 2 controles,
um positivo (sem adicdo) e outro negativo (DMSO puro). Foram feitas
5 repeti¢des para cada tratamento e controle. Em todos os casos foi
adicionado o antibidtico de largo espectro Gentamicina®. A diluigéo
dos tratamentos no meio de cultura foi realizada alguns instantes antes
de usé-los nas placas de Petri. Ap6s verter o meio de cultura nas placas
de Petri, fragmentos com estruturas propagativas do fungo (didmetro =
6 mm) foram repicados para as mesmas em capela de fluxo laminar. As
placas foram lacradas com filme pldstico e acondicionadas em camara
com fotoperiodo de 12 h (luz do dia) e temperatura de 23 + 1 °C .

Coleta de dados e analise

A germinagao foi avaliada no 7° dia ap6s o inicio do ensaio. Somen-
te as sementes que apresentaram a radicula e as primeiras duas folhas
com padrdo normal de crescimento foram aceitas como germinadas.

O desenvolvimento dos fungos foi avaliado diariamente até o
7° dia, quando as placas do controle positivo estavam com % da sua
area coberta. A medicdo foi realizada através da média do halo de
crescimento, em cm, em dois sentidos ortogonais.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Fisher LSD 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio com germinacao

Nao foram observadas varia¢des significativas na germinacio das
sementes dos controles positivo e negativo (Tabela 1), mostrando que
o diclorometano ndo influenciou na germinag@o. Entre os tratamentos,
0 que apresentou maior percentual de inibicdo da germinacéo foi o
com 2, seguido por 3 e 4; em contrapartida, o tratamento com 1 nio
apresentou efeito sobre a germinag@o (Tabela 1).

Quanto a formacgado das plantulas, os controles e o tratamento
com 1 apresentaram plantulas sadias, neste tltimo caso, um pouco
menos desenvolvidas; os tratamentos com 4 e 2 apresentaram plan-
tulas com manchas necrdticas no meristema radicular e o tratamento
com 3 apresentou plantulas com baixo desenvolvimento do sistema
radicular (Figura 2a).

A utilizacdo das sementes de alface como parametro para avaliar
o efeito de substincias e de extratos de vegetais na germinacio €
promissor, principalmente em relacdo a fatores como tempo, custo e
espago. As sementes de alface germinam em poucos dias (em condi-
¢oes ideais, entre 4 e 6 dias), proporcionando rapidos resultados. Estas
sementes comerciais podem ser adquiridas com facilidade a custo
baixo e os testes podem ser realizados em placas de Petri, facilmente
manipuladas na camara de germinagdo (Figura 2a).

Ensaio com crescimento fiingico

Quando houve crescimento do halo fingico (inclusive no con-

Atividade bioldgica do lapachol e de alguns derivados 1671

Tabela 1. Nimero de sementes de alface germinadas e % de inibicio
apos sete dias

Composicdo da Solucido Teste NSG'! Inibicdo
Substancias CHCI, Concentragdo (%) *
(mL) (mg L")

(C+) - - 49,0 a -
(CH 2 - 473 a 3,6
1 2 1000 44,5a 9,2
) 2 1000 248 ¢ 49,5
3) 2 1000 31,5b 35,7
4) - 1000 33,8b 31,1

! nimero de sementes germinadas (valor médio); letras iguais na
mesma coluna indicam diferengas ndo significativas (Fisher LSD
5%). *: em fungdo do ndimero de sementes germinadas do controle
positivo.

(CH)

Figura 2. Germinagdo de alface e crescimento fiingico em placas de Petri. a:
imagens (obtidas no 7° dia) de sementes de alface submetidas a: (C*): controle
positivo; (2): B-lapachona; (3): a-lapachona; (4): dcido B-lapachona-3-
sulfonico. Os tratamentos com lapachol (1) e o controle negativo mostraram-se
indistinguiveis de C+; b: imagens (obtidas no 7o dia) do desenvolvimento do

Jfungo F. oxysporum submetido a: (C+): controle positivo; (1): lapachol; (2):

B-lapachona; (3): o-lapachona. Os tratamentos com dcido B-lapachona-3-
sulfonico (4) e o controle negativo mostraram-se indistinguiveis de C+

trole negativo, apenas com DMSO) ndo foram observadas alteracdes
morfoldgicas no desenvolvimento dos fungos.

Naio houve diferenga significativa entre os controles positivo e ne-
gativo no 7° dia apds o inicio do ensaio (Tabela 2), comprovando que
0 DMSO utilizado a 1% (v v'') no meio de cultura pode ser utilizado
como veiculo as substincias insoliveis em meio aquoso.

O tratamento com 4 ndo apresentou efeito inibitdrio, no 7° dia,
se comparado aos controles (Tabela 2). As substancias 1-3 inibiram
o crescimento flingico e, dentre estas, 2 proporcionou 95,5% de
inibi¢do (Tabela 2).

Os efeitos das substancias testadas foram meramente fungistati-
cos, ou seja, ndo destroem por completo o micélio fingico. Na Figura
2b podem-se observar dois casos em que praticamente ndo houve
crescimento flngico, entretanto existe um curto micélio formado por
hifas hialinas que ndo sdo perceptiveis nas imagens.

Os ensaios descritos confirmam resultados preliminares'? em que
foi relatada a atividade inibitéria do lapachol sobre o crescimento dos
fungos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii
em placas de Petri. Apesar da vasta literatura citada por Hussain® e Sil-
va’ quanto aos efeitos farmacoldgicos do lapachol e derivados, poucos
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Tabela 2. Halo de crescimento e percentual de inibicdo do cresci- REFERENCIAS

mento de F. oxysporum apds sete dias

Composicdo da Solucido Teste Halo Inibi¢ao L.

Tratamento DMSO  Concentragio (cm)’ (%)’
(%) (mg L")’
(C+) - - 6,90 a -
(CH 1 - 5,90 a 14,5 2
(€))] 1 5 0,50 b 92,8
2) 1 5 031b 95,5
3) 1 5 1,48 b 78,6
4) - 5 5,85a 15,2
I: concentragdo final no meio de cultura. % letras iguais na mesma 3
coluna indicam diferengas ndo significativas (Fisher LSD 5%). 3: ini-
bicdo (%) em fungdo do halo de crescimento do controle positivo. 4
5

sdo, ainda, os trabalhos que buscam um enfoque agrondémico.’
CONCLUSAO

De todas as substancias testadas o lapachol foi a que apresentou

as melhores caracteristicas para uso agrondmico, uma vez que nao 6.

altera o percentual de germinagdo de sementes comerciais de alface,

mas inibe o crescimento fiingico, evitando o tombamento de mudas 7.

(causado pelo fungo F. oxysporum).

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
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As preparacdes e os dados espectroscopicos das substancias 1-4
estdo distribuidos na literatura, em alguns casos em teses de dificil
acesso. Para maior comodidade, estdo reunidas a seguir estas infor-
magdes. (Os espectros foram feitos nos seguintes equipamentos: 'H
e C RMN: Bruker Ac 200 ou Bruker Avance 500 (CDCl,, TMS);
L.V.: Perkin-Elmer 1605 (pastilhas de KBr); CG-EM-IE: Varian
Saturn 2000 (70 eV, coluna VESMS) e E.M.-E.S.(electrospray):
Micromass ZQ).

Extracao do lapachol (1): Os veios amarelos no lenho do ipé sdo
selecionados e mofdos. Extrai-se com sol. aq. a 2,5% de Na,CO, (4
L sol./kg de pd). Filtra-se a solucéio vermelho-vinho e neutraliza-se
com HCl ou H,SO, I N (na neutraliza¢do desaparece a cor averme-
lhada e surgem grumos amarelos). Filtra-se a pasta amarelada de
lapachol, que € recristalizado de etanol. (Rendimento = 1,5% (p/p).)
IV: 3351-2967; 2914-2853; 1642; 1589; 791-724 cm™'. '"H RMN: &
8,1 (dd, J=1,4;6,2; 1H); 8,0 (dd, J = 1,4;7,6; 1H); 7,7 (dt, J = 1,4,
6,2; 1H); 7,6 (dt, J = 1,4; 7,3; 1H); 5,1 (t, J=7,3; 1H); 3,3 (d, J =
7,3; 2H); 1,7 (s, 3H); 1,6 (s, 3H). “C RMN: § 185,5; 181,6; 152,6;
134,7; 133,8; 132,8; 129,3; 126,7; 126,0; 119,65 25,7; 22,6; 17,8. EM
(IE): m/z (%)242 (15); 228 (16); 227 (100); 199 (7); 115(5); 105(4);
77(7). P£.: 139-140 °C.

Sintese da B-lapachona (2): Em um bécher em banho de gelo,
adiciona-se 5 g de lapachol a 15 mL de 4cido sulftrico concentrado
gelado, de uma s6 vez. Agita-se por aproximadamente 10 min e verte-
se em 500 mL de agua destilada gelada. Filtra-se o sélido laranja e
recristaliza-se de etanol. (Rendimento: 70%.) IV: 2975-2928; 1639 ¢
1596; 1565; 1224; 895 cm™. 'HRMN: 6 8,0 (dd, J=1,4;6,9; 1H); 7,8
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dd, J=1,1;7,7; 1H); 7,6 (dt, J = 1,3; 7.4; 1H); 7,5 (dt,
J=1,1;7.4; 1H); 2,5 (t, J = 6,7; 2H); 1,8 (t, J = 6,7; 2H);
1.4 (s, 6H). "C RMN: § 179,5; 178.4; 162,0; 134,7; 132,5;
130,5; 130,0; 128,4: 124,0; 112,6: 79,2; 31,4; 26,6; 16,0.
EM (IE): m/z (%) 242 (100); 227 (10); 214 (40); 199 (20)
: 158 (40); 159 (100); 181 (20); p.f.: 154-156 °C.
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Sintese da o-lapachona (3): Em um baléo, dissol-

vem-se 5 g de lapachol em uma mistura de 5 mL de 4cido acético
glacial e 13 mL de HCI conc. Apés 1,5 h de aquecimento a 100 °C
com agitacdo, adiciona-se dgua até completar a precipita¢do do sélido
amarelo claro, que ¢é filtrado e recristalizado de etanol. (Rendimento:
68%.) IV: 2972-2938; 1681 ¢ 1638; 1573; 1268; 885 cm™'. '"H RMN:
88,0 (m, 2H); 7,6 (m, 2H); 2,5 (t, J = 6,7; 2H); 1,8 (t, J = 6,7; 2H);
1,4 (s, 6H); *C RMN: d 184.,4; 180,0; 154,6; 133,9; 132,9; 132,1;
131,25 126,0; 126,3; 120,2; 78,2; 31,5; 26,5; 16,8. EM (IE): m/z (%)
242 (40); 227 (100); 209 (5); 199 (10); 181 (10). P.f.:119-120°C.

Sintese do acido B-lapachona-3-sulfénico (4): Agita-se uma sus-
pensdo de 2,42 g de lapachol em anidrido acético (10 mL) e adiciona-
se gota a gota 0,6 mL de H,SO, conc., mantendo-se a temperatura
entre 20 e 30 °C. O produto vermelho precipita e a reaciio termina
com o desaparecimento do lapachol na cromatografia em camada fina.
Apb6s resfriar, filtra-se e lava-se com éter seco. (Rendimento: 88%.)
IV: 3544-3353; 1653 e 1596; 1565; 1240; 281 cm™. '"H RMN: § 7,9
(d, J=7,2; 1H); 7,7 (m, 2H); 7,6 (t, J = 6,0; 1H); 2,8 (m, 2H); 2,4 (m,
1H); 1,7 (s, 3H) ;1,4 (s, 3H). *C RMN: 8 179,0; 177,5; 159,7; 134,9;
131,8;130,7; 129,9; 127,7; 123,7; 112,8; 81,9; 59,4, 28,6; 21,0; 20,4.
EM (ES, fons negativos) m/z (%); 321,2 ([M-1]; 100).



