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A MORE EFFICIENT METHOD OF ISOLATING LAPACHOL DIRECTLY FROM THE IPE VEGETABLE MATRIX. Lapachol,
a naphthoquinone discovered in 1858, is a natural product with a broad spectrum of therapeutic activities, along with its derivatives
and analogues. Initially found in several species of the Bignoniaceae family, lapachol can also be found in other families. Lapachol

arouses great interest and knowledge due to its crucial role in medicinal chemistry, playing an important role in the rational planning
of research in search of bioactive substances with pharmacological action, whether as a source of raw material or helping directly
or indirectly. This work aims to describe a new methodology for extracting lapachol, which differs from the conventional acid-base

method, providing a highly efficient, simple and easy-to-apply process.
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INTRODUCAO

As naftoquinonas sdo as substincias com maior ocorréncia
entre as quinonas na natureza e representam uma familia diversa
de metabdlitos secunddrios que ocorrem naturalmente em plantas,
liquens e varios micro-organismos.' O lapachol (1) ¢ uma
naftoquinona de origem natural que foi isolado pela primeira vez
em 1858 (Figura 1). Essa substancia tem desempenhado um papel
significativo em sinteses de diversos derivados e andlogos,’ visando a
descoberta de novos derivados biologicamente mais ativos. Ele pode
ser extraido de vdrias espécies pertencentes as familias Bignoniaceae,
Verbenaceae e Proteaceae.

Existem vérios farmacos sintéticos disponiveis no arsenal
terapéutico que utilizaram o lapachol (1) como inspiracdo estrutural.
A cadeia lateral modificada do lapachol levou a obtengdo da
atovaquona (2), que € utilizada como farmaco no tratamento ou
prevencao de casos leves de infec¢do por Plasmodium vivae (em
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Figura 1. Lapachol (1) e farmacos inspirados em sua estrutura
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combinagdo com proguanil),®® buparvaquona (3) e parvaquona (4)
que sdo utilizados como medicamentos veterinarios para o tratamento
da theileriose bovina, causada pela infecgio por Theileria annulata.’

O lapachol (1) pode ser extraido do caule lenhoso de diversas
espécies das familias Bignoniaceae, Verbenaceae e Proteaceae. A
familia Bignoniaceae tem aproximadamente oitocentas espécies em
cento e dez géneros. Os dois géneros mais importantes sao o Tabebuia
e 0 Tecoma. Eles sdo tipicos de dreas tropicais e subtropicais, sendo
que algumas espécies do género Tabebuia sdo encontradas na América
Central e do Sul. Sua madeira € dura e resistente a cupins e, portanto,
muito util para a construcio naval e civil. Ndo menos importante sdo
seus usos na medicina tradicional para diversos fins. O lapachol (1),
dentre outras quinonas, ¢ uma das substancias presentes no cerne
destas arvores. No Brasil ele € encontrado em grandes quantidades na
espécie Tabebuia impetiginosa (ipé-roxo, ipé-rosa, lapacho-rosado,
lapacho), facilmente encontradas nas regides norte e nordeste. Sua
forma de isolamento tradicional € pelo método quimico de extracio
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acido-base onde se explora a acidez caracteristica da hidroxila
fendlica da posicdo C-2.1°

O lapachol (1) se tornou conhecido desde que apresentou
significativa atividade contra o carcinoma de Walker-256 em estudos
realizados pelo CCNSC (Cancer Chemotherapy National Service
Center).’ Ele foi comercializado pelo Laboratério Farmacéutico
de Pernambuco (LAFEPE) para o tratamento de tumores, mas
saiu do mercado devido sua toxicidade. Porém, ele ainda desperta
interesse cientifico e comercial. O mercado global de lapachol (1)
foi avaliado em milhdes de d6lares em 2020 e que terd crescimento
exponencial no setor industrial durante o periodo compreendido
entre 2020-2030," principalmente por ser o material de partida
para outra importante substancia que € a 3-lapachona (5) (Figura 1).
Essa substincia também é de origem natural, mas ocorre como
componente minoritdrio e pode ser facilmente obtida a partir do
lapachol (1) por semi-sintese.'>'"* As atividades farmacoldgicas
B-lapachona (5) sao bem conhecidas e diversificadas. Tem forte
atividade contra células cancerosas (linhagens de células humanas
malignas de pulmfo, mama, colorretal, prdstata, melanoma e
leucemia)'*'® e conta com vinte € um estudos clinicos no FDA
(Food and Drug Administration). Também € bastante ativa contra
o Tripanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas.'” Entretanto,
devido a sua alta citotoxidade, ela ndo pode ser utilizada no
tratamento da doenca de Chagas, mas sua estrutura tem servido
de inspiragdo para os quimicos medicinais, que buscam estruturas
andlogas com o anel quinonoidico intacto, no que diz respeito ao
desenvolvimento de substancias mais seletivas contra o parasita.

A extragdo do lapachol (1) é comumente realizada utilizando
uma metodologia baseada em seu carater dcido. Nessa abordagem,
é possivel obter o lapachol (1) a partir da matriz vegetal quando esta
entra em contato com uma solucio bdsica. O método convencional
de extracdo do lapachol, no qual segundo a literatura os rendimentos
variam entre 1 e 7% em massa, isto dependendo da espécie do ipé e
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de fatores como a regido e a sazonalidade.'® O lapachol (1) apresenta
coloragdo amarela e ¢ muito pouco solivel em dgua. No entanto,
seu sal sodico, por exemplo, torna-se solivel em solugdo aquosa,
adquirindo uma coloracdo avermelhada. Assim, uma solucio bdsica,
como a solucdo de Na,CO; ou NaHCO,, pode ser prontamente
utilizada para realizar a extragdo. O Esquema 1 apresenta de forma
detalhada todas as etapas e operacdes unitarias envolvidas na extragdo
dcido-base do lapachol (1) da serragem do ipé."°

O objetivo deste estudo foi investigar uma nova estratégia
aprimorada para a obtencdo do lapachol (1) a partir da serragem do
ipé, visando reduzir o nimero de etapas e aumentar o rendimento
do isolamento do produto natural. Para alcancar esse objetivo, foi
desenvolvido um processo de isolamento do lapachol (1) diretamente
da matriz vegetal do ipé utilizando um extrator de Soxhlet e hexano
como solvente. Essa abordagem elimina a necessidade das etapas de
extracdo 4cido-base e vdrias filtragdes, simplificando o processo de
obtengdo do lapachol (1) de forma mais eficiente.

PARTE EXPERIMENTAL

O solvente hexano (mistura de isomeros) foi adquirido da
BioScie Industria (Andpolis, GO, Brasil) e foi usado sem purificagiao
adicional. A extragdo foi realizada em extrator de Soxhlet (RL New,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e as destilagdes a pressdo reduzida em
rotaevaporador IKA modelo RV-10 Basic (Campinas, SP, Brasil). Os
pontos de fusdo foram obtidos em aparelho Thermo Scientific 9100
(Waltham, EUA) e ndo foram corrigidos. Os espectros de RMN
de 'H (1D e 2D) foram registrados & temperatura ambiente usando
espectrometro Bruker Advanced NEO 500 MHz (Fillanden,
Suica), em CDCl,. Os deslocamentos quimicos foram relatados em
unidades de d (ppm) e o solvente foi usado como padrio interno; e
as constantes de acoplamento (J) sdo relatadas em Hertz e referem-se
a multiplicidades de pico aparentes.
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Esquema 1. Detalhamento do método de extragdo dcido-base do lapachol (1)
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Um cartucho de celulose contendo 200 g de serragem de ipé foi
depositado em um extrator de Soxhlet equipado com um baldode 2 L
contendo 800 mL de hexano. Apds dois ciclos de extracdo, o solvente
foi evaporado e os cristais obtidos foram recristalizados a frio em
hexano, em freezer por 24 h. O lapachol (1) foi filtrado e obtido na
forma de cristais dourados em 7,4% de rendimento em massa (14,7 g,
ponto de fusdo: 139-140 °C, ponto de fusdo literatura: 139-140 °C).

2-Hidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)naftalen- 1,4-diona (1)

Cristais amarelos; rendimento em massa de 7,4% (14,7 g);
pf 139-140 °C; '"H RMN (500,00 MHz, CDCl,) J 8,03 (dd, J 0,94
e 7,67 Hz, 1H), 7,66 (1H, td, J 1,38 e 7,67 Hz, 1H), 7,58 (1H, td,
J1,25e 7,55 Hz, 1H), 7,98 (1H, dd, J 1,06 e 7,55 Hz, 1H), 3,23 (d,
J 71,38 Hz, 2H), 5,13 (m, 1H), 1,71 (s, 3H), 1,61 (s, 3H), 7,27 (s, 1H).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, o material vegetal, rejeito de mataria de
madeireiras, proveniente do cerne do lenho de arvores de espécies
de ipé€ (Tabebuia spp., Bignoniaceae) foi cuidadosamente seco ao
ar e livre de umidade. Em seguida, esse material foi triturado em
pequenas lascas e peneirado para obter uma forma mais finamente
dividida. Cerca de 200 g de serragem de ipé foram colocados em um
cartucho de celulose (papel de filtro) e a extrago foi realizada em
um extrator de Soxhlet equipado com um baldo de fundo redondo
de 2000 mL contendo 800 mL de hexano (Esquema 2) e apds dois
ciclos de extragdo, o extrato obtido foi evaporado a pressdo reduzida
em rotaevaporador onde o solvente coletado foi reaproveitado
para uma nova etapa de extracdo. Vale ressaltar que um processo
com mais de dois ciclos de extracdo leva ao arraste de taninos e
outros componentes mais polares presentes no material vegetal e,
ainda, a submissao prolongada do extrato ao aquecimento promove
a oxidacdo e/ou degradacdo do extrato de lapachol tornando a
solu¢@o mais escura. Desta forma, o lapachol (1) foi obtido como
cristais amarelos devendo ser armazenado ao abrigo da luz. Em
seguida, o processo foi repetido até que nao fosse mais observada
a coloracdo amarela no extrato, indicando que o lapachol (1) foi
extraido em quase toda totalidade. Por fim, apés cristalizacio de
hexano a frio e acondicionamento em freezer por 24 h, o lapachol
(1) foi filtrado e obtido na forma de cristais dourados em 7,4% de
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Tabela 1. Dados do espectro de RMN 'H para o lapachol (1), deslocamento
quimico de °H (ppm) e constante de acoplamento (J), em CDCl; a 500MHz

H °H (ppm)
S 8,03 (dd, J 0,94 ¢
7,67 Hz, 1H)
6 7,66 (1H, td, J 1,38 e
o} 7,67 Hz, 1H)
OH ; 7,58 (1H, td, J 1,25 ¢
7,55 Hz, 1H)
¢ 7,98 (1H, dd, J 1,06 ¢
SRR 7,55 Hz, 1H)
r 3,23 (d, J 7,38 Hz, 2H)
Lapachol (1
apachol (1) > 5,13 (m, 1H)
& 1,71 (s, 3H)
5 1,61 (s, 3H)
_OH 7.27 (s, 1H)

rendimento em massa (14,7 g, ponto de fusdo 139-140 °C, ponto de
fusdo literatura 139-140 °C) e sua estrutura foi confirmada através
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
'H (Figura 2), (Tabela 1) e '"H-'H-COSY (Figura 3).

CONCLUSAO

O novo método de extragio do lapachol (1) oferece uma alternativa
mais eficaz e menos laboriosa do que o processo convencional de
extracdo dcido-base. A utilizag@o do extrator de Soxhlet apresenta
vérias vantagens significativas como o reaproveitamento do solvente a
cada ciclo de extragdo reduzindo o consumo minimizando o volume de
residuos. Além disso, o método elimina a necessidade de purificagdo
adicional, simplificando ainda mais o processo e tornando-o mais
sustentdvel. Esses fatores tornam possivel o desenvolvimento de
uma quimica mais limpa no processo de extracao do lapachol (1),
em concordancia com os principios da Quimica Verde. Sendo assim,
foi possivel obter o lapachol (1) com elevado grau de pureza em
excelente rendimento de 7,4% (14,737 g) quando comparado com a
metodologia tradicional de extragdo dcido-base do lapachol (1) em
rendimentos que variam de 1 a 3%.

Recristalizagdo em hexano

—
24h,0°C
Filtragdo e
secagem
N
Evaporagdo do solvente a pressao
reduzida (37 °C) em rotavapor
l 14,737g
- —m—
«"'3_. — (S oot

Cristais de Lapachol obtido

\_/ em alto teor de pureza.
Lapachol bruto apds evaporagdo l
do solvente

Rendimento de 7,4% (14,737 g)

Esquema 2. Representac¢do esquemdtica para o novo método de isolamento do lapachol (1) da matriz vegetal - Ipé (Tabebuia spp. da familia Bignoniaceae),

extragdo realizada em extrator de Soxhlet
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Figura 2. Espectro de RMN 'H para o lapachol (1) em CDCL;, a 500 MHz
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Figura 3. Espectro 2D 'H-'H-COSY para o lapachol (1) em CDCL;, a 500 MHz
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