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ANALYSIS OF NAPHTOQUIMONES IN ZEYHERIA MONTANA CRUDE EXTRACTS (BOLSA -
DE - PASTOR).Four naphthoquinones, lapachol, a-lapachone, dehydro-o-lapachone and 4-hydroxy-
o-lapachone were isolated from the ethanol extract of Zeyheria montana M. roots (Bignoniaceae) and
were identified by spectroscopic methods. These naphthoquinones, except 4-hydroxy-a-lapachone,
were quantified by HPLC, in the crude ethanol extracts of Z. montana roots. The separation of
lapachol, a-lapachone and dehydro-o-lapachone was achieved and these compounds were identified
in the chromatograms by their retention times and by their on line UV-spectra. The quantification of
the three naphthoquinones, in four different samples showed medium contents of 11,0 pg of lapachol,
6,1 pg of a-lapachone and 4,3 pg of dehydro-a-lapachone, in 100 mg of Z.montana roots.
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INTRODUCAO

Extratos de produtos naturais tém sido largamente usados
como medicamento desde tempos antigos. Muitas substincias
tém sido isoladas e purificadas e suas estruturas identificadas.
Entretanto, extratos de plantas ainda s3o usados como medica-
mentos sem um conhecimento do perfil cromatografico e sem
averiguagdo da presenc¢a das substincias ativas ou comumente
encontradas na espécie vegetal.

As plantas medicinais necessitam de uma padronizagdo dos
seus extratos para serem empregadas na fitoterapia ou na pre-
paragdo de fitoterdpicos. Esta padronizacdo deve ser rdpida,
eficiente e permitir a identificacdo das substincias presentes
no extrato vegetal. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) tem prestado grande auxilio nesta padronizagdo, uma
vez que ela é capaz de mostrar um perfil cromatogréfico do
extrato, tornando possivel a averiguacdo das substancias nor-
malmente presentes e/ou responsaveis pela atividade
farmacol6gica, mesmo em pequenas concentragdes.

As naftoquinonas sdo descritas como principais constituintes
do género Tabebuia da familia Bignoniaceae por serem freqiien-
tes e algumas vezes abundantes em vérias espécies deste género'.

Zeyheria montana M.% é uma Bignoniaceae nativa no Brasil
conhecida como bolsa-de-pastor, cujas raizes sdo usadas na
medicina popular contra as doengas de pele’. Esta espécie,
anteriormente denominada Z. digitalis, teve sua madeira estu-
dada e dos extratos benzénico e etandlico foi isolada uma uni-
ca naftoquinona, o lapachol (1)*.

No presente estudo, além do lapachol, mais trés outras naf-
toquinonas foram isoladas das rafzes desta espécie: a-lapacho-
na (2a), desidro-a-lapachona (3) e 4-hidroxi-¢-lapachona (2b).
As estruturas quimicas desses compostos estdo representadas
na Figura 1.

O estudo por CLAE desta espécie focalizou as naftoquino-
nas, uma vez que elas estdo associadas a varias atividades bi-
olégicas. Os extratos de espécies dessa famflia tiveram suas ati-
vidades antimicrobianas comprovadas®; o lapachol apresentou
acio antiinflamatéria em ratos® e atividade antineoplasica com
baixa toxicidade em pacientes humanos’.

QUIMICA NOVA, 22(2) (1999)

fapachol

a: R=H a-lapachona
b: R=OH 4-hidroxi-a-lapachona

0
(0]
989
o

3

desidro-a-lapachona

Figura 1. Estruturas quimicas das naftoquimonas isoladas das raizes
de Z. montana.

Publicagdo prévia de condi¢des utilizadas na CLAE, para
separacdo de uma mistura de lapachol, o-lapachona, B-lapa-
chona e desidro-a-lapachona foi descrito por Awang et al.,
utilizando fase mével isocritica [acetonitrila (MeCN) com
0,25% de sol. aquosa de dcido acético], a qual ndo foi testada
em extratos brutos de plantas®. Kreher descreveu a identifica-
¢do e quantificagdo de lapachol, desidro-a-lapachona e outras
naftoquinonas presentes em Tabebuia avellanedae utilizando
como fase mével um gradiente de MeCN - 4gua (10-60% MeCN)
em 30 min. Desta forma foram quantificados a desidro-c-lapa-
chona (7,0 mg) e o lapachol (0,2 mg) em 100 g da planta seca’.
Condigdes semelhantes foram usadas no presente trabalho.

O objetivo principal desse trabalho foi desenvolver um
método utilizando CLAE, em fase reversa, para separagido dos
constituintes quimicos e andlise quantitativa das principais
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naftoquinonas presentes no extrato etanélico das raizes de Z.
montana. O estudo fitoquimico das rafzes foi realizado previ-
amente para isolamento de constituintes quimicos.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

A planta foi coletada durante a primavera de 1993 em Sdo
Gotardo, Minas Gerais, Brasil e identificada por J. L. Pedersoli,
do Departamento de Botanica, da Universidade Federal de
Minas Gerais. Uma exsicata encontra-se no Herbéario do Mu-
seu de Histéria Natural, Belo Horizonte, Brasil (n° 4466).

Instrumentaciio e parimetros da separa¢io por CLAE

As andlises por CLAE foram feitas em um cromatégrafo
liquido HP 1090 com detector de diode-array HP 1040
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Alemanha) coluna de fase
reversa Lichrospher 100 RP-18 (12,5 cm x 1,0 cm) com parti-
culas de 5 pm (Merck, Darmstadt, Alemanha). Para separagdo
dos compostos empregou-se um gradiente linear dos solventes
A (H,O + 1% H3PO4 0,1 N) ¢ B (acetonitrila + 1% H3PO4
0,1 N); 10% - 95% B em 55 min.; fluxo 1 mL/min. A detecgdo
foi realizada no comprimento de onda de 210 nm.

Obtencgao dos compostos de referéncia

Os compostos de referéncias foram obtidos do extrato
etandlico, previamente preparado por percolacdo das raizes
secas de Z. montana. O extrato etandlico (12 g), depois de
concentrado a vdcuo, foi dissolvido em 4gua/etanol (3:7) e
extraido com hexano. O extrato hexanico, depois de concentra-
do a vécuo (3,0 g), foi cromatografado em coluna de silica gel
com eluentes de polaridades crescentes (hexano, diclorometano
e metanol). Isolaram-se o 4c. estedrico (40 mg) e quatro nafto-
quinonas: lapachol (140 mg), a-lapachona (40 mg), desidro-o-
lapachona (7 mg) e 4-hidroxi-o-lapachona (7 mg). Estas subs-
tdncias foram identificadas pela comparagdo com amostras
auténticas, isoladas das raizes de Z. tuberculosa, por cromato-
grafia em camada delgada de silica'®. As estruturas das subs-
tincias foram confirmadas com})arando-se os dados das
espectrometrias no IV, RMN'H e '3C e de massas com aqueles
da literatura!'?. A pureza dos compostos isolados foi testada
em CLAE de fase reversa (RP-18).

Preparacio das substincias de referéncia

Pesaram-se exatamente 10 mg de cada padrido das naftoqui-
nona (lapachol, o-lapachona e desidro-o-lapachona), que fo-
ram dissolvidos em baldo volumétrico de 10 mL completando
o volume com acetonitrila. Uma aliquota de 1 mL da solugdo
estoque foi retirada e dilufda para um volume final de 10 mL
de acetonitrila. Volumes desta solugio, variando de 0,06 puL
até 1,0 pl. foram injetados para construcido das curvas de
calibragfo, pelo método do padrido externo.

Preparacio do extrato da planta para inje¢io em CLAE

Raizes secas de Z. montana foram pulverizadas e o pé (3 g)
foi extraido exaustivamente com EtOH, durante 2 horas, em
extrator de Soxhlet. O extrato etandlico foi evaporado até se-
cura e o residuo foi retomado, quantitativamente, com 10 mL
de acetonitrila. Uma aliquota de 1 mL desta solugdo foi filtra-
da através de cartucho Sep-Pak RP18, precondicionado com
acetonitrila e 10 pL. desta solugéo foram injetados no cromato-
grafo para quantificacdo.

Quantificacao

A quantifica¢do das naftoquinonas foi feita segundo o mé-
todo do padrdo externo. As curvas de calibragdo para as
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naftoquinonas foram obtidas pela injecdo de volumes cres-
centes das solugdes-padrdo [0,06* pL, 0,08* pL, 2 uL, 4 pL,
6 pL, 8 pL, 10 pL (*= apenas para desidro-o-lapachona)].
Cada volume foi injetado S vezes e utilizou-se a média
aritimética das 4reas para constru¢iio das curvas de calibragio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto a planta em estudo como outras espécies do género
Tabebuia apresentam naftoquinonas na sua composi¢do quimica.
Com o objetivo de quantificar algumas naftoquinonas nos extra-
tos brutos de Z. montana e de outras espécies procuramos desen-
volver um método de CLAE, de fase reversa, no qual obtivésse-
mos uma separagdo satisfatéria dos picos e boa reprodutibilidade
dos cromatogramas. Procuramos desenvolver uma fase mével que
permitisse uma separacio adequada tanto dos compostos polares
quanto apolares, usualmente presentes em extratos brutos.

Dentre os compostos mais apolares foi isolado o 4cido
estedrico nas primeiras fragdes da coluna cromatogrifica do
extrato hexanico das rafzes de Z. montana (cluente:hexano) que
foi identificado pela aparéncia oleosa, pelo espectro no IV e
pelo espectro de massas. Este dcido foi injetado no cromaté-
grafo, tendo apresentado tempo de retengdo de 46,8 min.

As naftoquinonas isoladas: o-lapachona, desidro-a-lapacho-
na e lapachol, foram separadamente injetadas no cromatdgrafo
e os tempos de retengdo e seus espectros no UV “on line”
obtidos pelo detector de diode-array (Figura 2). O extrato bru-
to de Z. montana foi injetado posteriormente e o perfil croma-
tografico pode ser observado na Figura 3. Os picos correspon-
dentes as trés naftoquinonas podem ser identificados no cro-
matograma do extrato bruto por comparagdo com o tempo de
retengdo de cada uma delas, obtido separadamente: 24,17 min.
para a-lapachona, 25,77 min. para desidro-o.-lapachona e 29,75
min. para o lapachol. A quantificagio das naftoquinonas nos
extratos brutos foi feita tomando como base a drea dos picos
obtidos nas amostras-padrio.
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Figura 2. Cromatogramas obtidos por CLAE e espectros no UV “on
line” para as substdncias de referéncia: o-lapachona, desidro-a-lapa-
chona e lapachol isoladas das raizes de Z. montana.
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Figura 3. Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato bruto dus raizes de Z. montana. ldentificagao dos picos : 1= a-lapachona (23,94 min.),
2=desidro-a-lapachona (25,42 min.), 3= lapachol (28,80 min.). Condigies cromatogrdficas: vide parte experimental.

Os gréficos de calibragdo linear (Figura 4) foram obtidos atra-
vés da 4rea dos picos das naftoquinonas (y), usadas como pa-
drdo externo, versus a quantidade injetada (x pg). As equagdes
de regressdo ¢ os coeficientes de correlagido obtidos foram y =
8 547 000x - 116 900 (r=0,9939) para o lapachol, y = 7 780
000x + 45 670 (r=0,9998) para a a-lapachona e y = 8 992 000x
- 629,9 (r=0,9999) para a desidro-o-lapachona. A média das con-
centragdes obtidas, em 100 mg das raizes da planta, foram de
0,011 (+ 0,0012)% de lapachol, 0,0061 (+ 0,0002)% de o-lapa-
chona e 0,0043 (+ 0,0002)% de desidro-o-lapachona.
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Figura 4. Curvas de calibragdo para as substincias de referéncia :
lapachol, a-lapachona e desidro-a-lupachona isoladas de Z. montana.

Os valores das dreas determinadas por CLAE, referentes as
trés naftoquinonas presentes nas raizes de Z. montana estio
representados na Tabela 1.

CONCLUSOES

Lapachol, desidro-o-lapachona e a-lapachona foram quanti-
ficados no extrato etanélico das raizes de Z. montana. Destas,
o lapachol ¢ o componente majoritdrio. O cromatograma do
extrato mostra picos correspondentes a vdrias outras substanci-
as. A 4-hidroxi-o-lapachona, também isolada, corresponde ao
pico com tempo de retengdo de 17,30 min. e a substincia com
maior pico no extrato, nas condi¢des de andlise, foi identificada
como 4cido estedrico com tempo de retengdo igual a 45,56
min. A metodologia desenvolvida para Z. montana permite a
quantificacdo de naftoquinonas usualmente presentes em
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Tabela 1. Areas dos picos referentes a lapachol, o-lapachona
e desidro-a-lapachona nas raizes de Z. montana.

Z. o-Lapachona Desidro-a- Lapachol

montana lapachona

Peso Areas Areas Areas

3 mg 1 496 900 1 236 300 2 637 900
3 mg 1 318 600 1 277 200 2 642 200
3 mg 1 489 600 1 180 500 2 622 500
3 mg 1 550 900 1 122 300 2 792 400
3 mg 1 590 700 1 017 400 2 543 100
Soma 7 446 700 5 833 700 13 238 100
Média 1 489 340 1 166 740 2 647 620

extratos de espécies do gé€nero Tabebuia, também usadas como
fitoterdpicos, o que viabiliza a utilizacdo de extratos brutos de
plantas com rigoroso controle de qualidade.
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