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RESUMO: Este trabalho descreve o efeito inibitério de rubrofusarina (5,6-diidroxi-8-metoxi-2-
metilbenzo[g]cromen-4-ona, 1) sobre a enzima DNA topoisomerase [I-o. humana. Rubrofusarina
mostrou total inibigdo da enzima topisomerase II-o. na concentragdo de 120 uM. Este resultado ¢
semelhante ao observado com etoposida, utilizada como controle positivo. Para a realizagdo deste
teste, rubrofusarina foi isolada de Senna macranthera var. nervosa (Voguel) Irwin & Barnebyem
e caracterizada por métodos espectroscopicos, incluindo RMN 2D, do produto natural bem como
de seu derivado monoacetilado.

Unitermos: Rubrofusasina, topoisomerase, Senna macranthera, Fabaceae.

ABSTRACT: “Rubrofusarin, a natural polyketide as new human topoisomerase II-o
inhibitor”. This work describes the inhibitory effect of rubrofusarin (5,6-dihydroxy-8-methoxy-
2-methylbenzo[g]cromen-4-one, 1) against human DNA topoisomerase II-a. The results for
relaxation assays showed total inhibition of topisomerase II-a by rubrofusarin at 120 pM. This
result is comparable to the one observed with etoposide as positive control. For this study,
rubrofusarin was isolated from Senna macranthera var. nervosa (Voguel) Irwin & Barnebyem

and characterized by spectral data, including 2D NMR, as well as its acetylated derivative.

Keywords: Rubrofusarin, topoisomerase, Senna macranthera, Fabaceae.

INTRODUCAO

As topoisomerases sdo enzimas nucleares que
controlam e modificam o estado topoldgico do DNA.
Estas enzimas nucleares sdo classificadas em tipo I e 11,
de acordo com seus mecanismos e propriedades fisicas,
em células de mamiferos. A topoisomerase II (Topo II),
dimero de tamanho aproximado de 170 kDa e existente
nas isoformas o ou B, é responsavel pela quebra da fita
dupla de DNA levando a eventos como liberagdo da
fita de DNA enovelada, transcri¢do, condensagdo dos
cromossomos ¢ recombinacdo (Sampaio et al., 2006;
Hande, 2006). As topoisomerases, durante a proliferacao
celular, participam da manutencdo e replicagdo do
DNA. Quando estas fungdes sdo desativadas, as células
ficam vulneraveis. Além disso, em tecidos tumorais
a expressdao das DNA-Topo I e II é maior do que nas
células de metabolismo normal (Kellner et al., 2000).
Assim, as topoisomerases sdo alvos importantes no
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desenvolvimento de novas drogas, principalmente para
as que apresentam atividade anticancer e antiviral (De
Vita Jr et al., 1997).

Na medicina destacam-se os compostos das
classes das antraciclinas e das epipodofilotoxinas
como potentes inibidores da topoisomerase II. Estes
compostos agem inibindo a religacdo do DNA e induzem
a ligacdo de proteinas em suas quebras, e constituem-
se como parte integrante em quimioterapia de primeira
linha para uma grande variedade de tumores sélidos e
hematologicos (Sampaio et al., 2006). O etoposideo,
derivado semi-sintético da lignana podofilotoxina,
apresenta papel importante no tratamento clinico como
potente agente quimioterapéutico para uma variedade
de tumores, incluindo carcinomas, cancer testicular e
linfomas (Zhang et al., 1992). Na tentativa de descobrir
novos inibidores da topoisomerase, diversas classes
de produtos naturais tém sido testadas e descritas
na literatura nos ultimos anos. Dentre estas classes,
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podemos citar os flavonodides (Constantinou et al.,
1995; Shi et al., 1995) e biflavonodides (Grynberg et al.,
2002), diterpenos (Maciel et al., 2007) e triterpendides
(Wada et al., 1998), estilbenoides (Yamada et al., 2006),
alcaldides (Woo et al., 1997; Prescott et al., 2007),
naftodiantronas (Peebles et al., 2001), naftoquinonas
(Ting et al., 2003; Phyta et al., 1998; Esteves-Souza
et al.,, 2007) e binaftoquinonas (Cunha et al., 2006),
derivados do nucleo cromano (Ishar et al., 2006), entre
outras.

Rubrofusarina (Figura 1), pertencente a classe
das nafto-y-pironas, ¢ um composto natural comumente
encontrado em fungos e plantas do género Fusarium
(Leeper & Staunton, 1984; Mock & Robbers, 1969)
e Senna (Graham et al., 2004; Barbosa et al., 2004),
respectivamente. Este composto foi descrito pela
primeira vez em 1937 por Ashley e colaboradores como
um componente do metabolismo secundario do fungo
Fusarium culmorum, entretanto sua estrutura somente
estabelecidaem 1962, através de derivatizagdes quimicas
e analises espectrais utilizadas na época (Leeper &
Staunton, 1984). No ano seguinte, foi descrita a sintese
da dimetoxirubrofusarina a partir do cloreto do acido
3,5-dimetoxi-benzodico (Shibata et al., 1963) e, em outro
trabalho, a sintese biomimética de rubrofusarina serviu
como modelo para reagdes de ciclisar¢ao catalizada pela
enzima policetideo sintetase (Abell et al., 1986). Dentre
as atividades bioldgicas descritas para rubrofusarina
destacam as propriedades quelantes (Pereira et al.,
1995), inibidora da enzima xantina oxidase e atividade
antimicrobial (Song et al., 2004), atividade herbicida
(Mata et al., 2003), acdo estrogénica (El-Halawany et
al., 2007).

Rhee et al. (2007) descrevem que um dos
principais requisitos estruturais para a inibicao da Topo
II ¢ a presenca de um cromoéforo-planar contendo de dois
a quatro anéis aromaticos condensados. Substancias com
este tipo de cromo6foro podem intercalar com o DNA,
causando bloqueio ou erros na leitura enzimatica durante
o processo de replicagdo. Baseado neste requisito, a
rubrofusarina (1) nos chamou atengdo por apresentar
o nucleo naftopirona, uma vez que esta caracteristica
estrutural pode conferir a este policetideo capacidade
inibitdria da enzima topoisomerase.

Neste trabalho descrevemos o efeito inibitorio
de rubrofusarina (1) frente a enzima DNA topoisomerase
[I-a humana, usando como controle positivo a etoposida
(3), derivado semi-sintético da lignana podofilotoxina
(4), que apresenta papel importante no tratamento
clinico como potente agente quimioterapéutico. Para
a realizagdo deste teste, rubrofusarina foi isolada das
cascas do caule de S. macranthera e a sua estrutura
identificada com base na analise dos dados espectrais
(IV, EM e RMN 1D e 2D) do produto natural e de seu
derivado monoacetilado, bem como pela comparagao
com dados da literatura.
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MATERIAL E METODOS
Procedimentos gerais

O ponto de fusdo foi determinado em
bloco de Koffler e nao foi corrigido. O espectro de
absor¢do na regido de infravermelho foi registrado em
espectrometro Perkin-Elmer (modelo 1420), utilizando
filme em pastilha comprimida de KBr. Os espectros
de RMN 1D e 2D foram obtidos em aparelho Bruker
200 ("H: 200 MHz; "*C: 50 MHz) e Bruker AC-300
("H: 300 MHz; "*C: 75 MHz). Os deslocamentos
quimicos foram medidos em valores adimensionais &
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) medidas em
Hertz (Hz). Foram utilizados CDCI, como solvente e
tetrametilsilano como referéncia interna. O espectro de
massas foi obtido por impacto de eletronico (70 eV) em
espectrometro de massas VG 7070. Para cromatografia
em camada delgada analitica (C.C.D.) foram utilizadas
cromatoplacas em folhas de aluminio contendo silica gel
de fabricagdo Merck (PF ,,) e reveladas sob lampada de
ultravioleta (comprimento de onda de 254 e 365 nm).

Material vegetal

As cascas do caule de um espécime de Senna
macranthera var. nervosa (Vogel) Irwin & Barnebyem
foram coletadas no Bairro de Bardo Geraldo na cidade
Campinas, estado de Sao Paulo, em novembro de 2000.
A identificacdo botanica foi realizada pela bidloga Msc.
Marcia Campos, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Obtenciao de rubrofusarina (1)

As cascas (500 g) de S. macranthera foram
secadas em estufa a temperatura aproximada de 60 °C.
Depois de secas e desfiadas manualmente, este material
foi deixado imerso em hexano durante 7 dias. Durante o
processo de evaporacdo do solvente, a pressdo reduzida
e temperatura controlada em evaporador rotatorio,
observou-se na parte interna do baldo a formagdo
de um precipitado de coloracdo avermelhada. Apos
a evaporagdo de parte do solvente (80%), a solugdo
extrativa em hexano foi deixada em repouso. Apos 24
horas, observou-se a deposi¢do de material de coloracdo
avermelhada. O sobrenadante foi separado com
auxilio de uma pipeta Pasteur e concentrado a pressao
reduzida. Obteve-se 45,0 g de extrato. O material
solido de coloragdo avermelhada foi recristalizado com
uma mistura de acetona ¢ metanol (1:1), e forneceu a
rubrofusarina 1 (2,1 g).

Rubrofusarina (1)

Soélido alaranjado; Pf212-214 °C; IV v rKnE,;cm'I:
3388 (OH), 1659 (C=0), 1623, 1586 (anel aromatico);
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) e °C (75 MHz, CDCI,):
ver Tabela 1; EM: 272 (M*, 100 %), 243 (M-H-CO ou
M-CO-H, 47 %) e 229 (M-CH,-CO ou M-CO-CH,, 15
%).

Acetilacao de 1

A rubrofusarina (1, 20,5 mg) foi adicionada
5 mL de anidrido acético e DMAP em quantidade
catalitica. A mistura reacional foi agitada, sob refluxo,
durante 6 horas. Em seguida, foi adicionada agua e a
solucdo foi extraida em funil de separagdo com hexano
(2 x). A fase organica foi secada com sulfato de sodio
e, apos filtragdo, concentrada sob pressdo reduzida.
Apds sucessivas recristalizagdes obteve-se o composto
monoacetilado 2 (16 mg). RMN 'H (200 MHz, CDCl,)
e RMN "C 50 MHz, CDCL,): ver Tabela 1.

Teste de inibicdo da DNA Topo II-a

O experimento foi realizado com 2 unidades
de topoisomerase Il-a, para 0,125 mg de kDNA
encadeado (DNA do cinetoplasto), por incubagdo (37
°C por 30 min.) em tampao tris 50 mM pH = 8,0, de
acordo com as instrugdes da TOPOGEN (Columbus,
OH, USA), ATP 10 mM, na auséncia e na presenca de
varias concentragdes de 1 (0 - 250 uM) e da etoposida
(3) usada como controle positivo (Chen & Liu, 1994;
Esteves-Souza et al., 20006).

Os resultados do ensaio foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, e posteriormente
corados com brometo de etidio, sendo a revelagdo
feita por irradiacdo em transiluminador de UV e
imediatamente fotografada com maquina digital.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato em hexano das cascas de S.
macranthera forneceu um precipitado de coloragdo
avermelhada identificado como rubrofusarina (1). O
espectro na regido de IV de 1 apresentou bandas de
absorgdo de grupos hidroxila (v, 3388 cm™), carbonila
conjugada (v 1659 cm™) e anel aromatico (v, 1623
e 1586 cm™). Através da analise do espectro de RMN
de 1*C-Pendant, deduziu-se o deslocamento quimico e o
numero de hidrogénios para cada carbono de 1 (Tabela
1). O espectro de massas mostrou o ion molecular de
m/z 272 (M, C H ,0,), que juntamente com os dados
obtidos pelo espectro de RMN de 'H, levaram a expansao
da respectiva formula molecular para [C]; [C=O]
[CH], [CH,] [OCH,] [OH],. A presenga de hidroxila
quelatogénica em C-5 foi atribuida ao sinal singleto em
d, 15,95. O espectro de RMN 2D 'Hx'H-COSY revelou
apenas acoplamentos entre H-7 e H-9.

A correta atribuicao dos atomos de hidrogénio
e de carbono nos espectros de RMN de 'H e de '3C-
Pendant, respectivamente, foram acompanhados pelos

experimentos homonuclear 2D 'Hx'H-NOESY e
heteronuclear 2D 'Hx"*C-COSY-"J ,, (n = 1, HMQC; n
=2 ¢ 3 HMBC) de 1 (Tabela 1). O espectro HMBC
mostrou que os hidrogénios H-7, H-9 e H-10 estdo
correlacionados a longa distancia (*J ) com o carbono
quaternario C-5a (8, 106,8), confirmando o sistema
naftalénico da rubrofusarina (1). As demais correlagdes
estdo listadas na Tabela 1. O espectro homonuclear
2D 'Hx'H-NOESY mostrou interagdes espaciais dos
hidrogénios de metoxila em 3,90 (s) com os hidrogénios
em H-7 (3, 6,46; d, 2,2 Hz) e H-9 (3, 6,56; d, 2,2 Hz)
e de metila em 2,40 (s) com o hidrogénio em H-3 (3,
6,01, s). Este espectro apresentou, também, sinal de
interagdo de H-10 (3, 6,95, s) com o hidrogénio H-9.

Acetilagdo de rubrofusarina produziu o produto
monoacetilado 2. O grupamento acetila em C-6 foi
confirmado pelos sinais de grupo acetoxilico em o,
2,34 (s) € 8, 170,3 (C=0) e 20,9 (CH,) presentes nos
espectros de RMN de 'H e de "C, respectivamente.
Os dados espectrais obtidos indicam que a hidroxila
quelatogénica em C-5 (3, 14,6) foi mantida. O espectro
de RMN de 'H de 2 quando comparado com 1 (Tabela
1) mostrou deslocamento paramagnético dos sinais
em o, H-7 (5, 6,71; d, 2,2 Hz), H-9 (6,85; d, 2,2 Hz)
e H-10 (8, 7,06, 5), como consequéncia do efeito de
desprotecao do grupo acetoxilico. Os espectros de RMN
de *C (HBBD e DEPT com 6 = 135° ¢ 90°) mostraram
os sinais correspondentes aos dezessete carbonos de 2
e permitiram verificar as modificagdes esperadas nos
deslocamentos quimicos correspondentes aos atomos de
carbono localizados em posicdo orto [C-5a: AS. = 109,7
(2)-106,8 (1) = 2,9 ppm; CH-7: A5 = 110,5 (2) - 100,7
(1) = 9,8 ppm] e para [CH-9: A3. = 103,7 (2) - 98,2
(1) = 5,5 ppm] demonstrando a redugdo de densidade
eletrénica como consequéncia da significativa atenuagao
do efeito mesomérico do atomo de oxigénio sustentado
pelo carbono C-6 apos a acetilagdo. Tais modificagdes
confirmaram que a monoacetilagcdo envolveu somente a
hidroxila localizada neste &tomo de carbono (C-6).

Assim, o policetideo rubrofusarina 1
isolado de Senna macranthera var. nervosa (Vogel)
Irwin & Barnebyem e seu derivado monoacetilado
foram caracterizados como 5,6-diidroxi-8-metoxi-
2-metilbenzo[g]cromen-4-ona (1) e 5-O-acetil-6-
diidroxi-8-metoxi-2-metilbenzo[g]cromen-4-ona  (2),
respectivamente.

Teste de inibicdo da enzima DNA Topo II-a

A presenga do cromodforo de estrutura plana,
em decorréncia dos dois anéis aromaticos condensados,
confere ao composto rubrofusarin (1) a possibilidade
de interacdo com a enzima Topo II-a. Devido a esta
caracteristica estrutural avaliou-se a possivel agdo
de 1 sobre a DNA Topo II-o humana, no ensaio de
relaxa¢do do DNA super-helicoidizado (kDNA) (Chen
& Liu, 1994; Esteves-Souza et al., 2006). A Figura 2
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Figura 1. Estrutura quimica de rubrofusarina (1), de seu derivado acetilado (2), da etoposida (3) e da podofilotoxina (4).

DNA relaxado

DNA super-helicoidizado

2 3 4 5

Figura 2. Eletroforese do ensaio com a rubrofusarina e a Topo
II-o: 1. 1 (120 uM) + kDNA + Topo 1I-ai; 2. 1 (60 uM) + kDNA
+ Topo 1I-a; 3. 1 (30 uM) +kDNA + Topo 1I-a; 4. kDNA puro;
5. kDNA + Topo II-a.

mostra o resultado do ensaio de relaxagdo do kDNA,
indicando que 1 apresentou total inibicdo da Topo II-a
em concentra¢do de 120 uM, ao se observar na linha 1, a
auséncia da banda do KDNA relaxado; na concentragio
de 60 uM evidenciou-se inibi¢do parcial, ja que as
bandas do kDNA relaxado e super-helicoidizado sdo
observadas (linha 2), enquanto que na concentragao de
30 uM nao houve inibi¢ao (linha 3). Este resultado foi
comparado com a etoposida, um inibidor bem conhecido
e especifico da Topo II-a, que foi usado como controle
positivo (100 pM) apresentando perfil similar ao
observado com a rubrofusarina (Figura 3). A Tabela 2
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DNA relaxado

DNA super-helicoidizado

1 2 3

Figura 3. Eletroforese do ensaio com a etoposida (controle
positivo) e a Topo II a: 1. kDNA (0,125 pg) + etoposida (100
puM) + 2U Topo 1I-a; 2. kDNA puro; 3. kDNA + 2U Topo II-a.

sumariza os resultados obtidos.

Rufrofusarina (1) apresentou atividade
inibitéria frente a DNA-Topo II-a humana, mostrando
ser um bom prototipo para futuras investigagdes em
direcdo a novos anti-virais e anti-tumorais.
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Tabela 1. Completa atribui¢do dos deslocamentos quimicos (5, ¢ 3.) de 'H (300 MHz) e de "*C (75 MHz) de 1 e 2 (CDCl,),

incluindo os resultados dos experimentos heteronucleares 2D HMQC ('Hx"*C-COSY-'J ) e HMBC ('Hx"*C-COSY-"J

n=2e3)

CH’

de 1 e comparagdo com dados de *C (em parénteses) descritos na literatura (Graham et al., 2004) para rubrofusarina (em piridina-

dy*.
1 2
e Oy Ten *Ten dc S
C
2 169,1 (169,7) - H-3; 3H-11 168,2 -
4 1843 (184.2) ; H-3 H-10 (o) 184.9 ;
5 162,1 (163,1) - HO-5 HO-6 160,8 -
6 158,8 (159,5) - H-7; HO-6 154,1 -
8 163,0 (163,3) - H-7; H-9 MeO-8 160,8 -
4a 103,0 (103,3) - H-3; HO-5 103,8 -
S5a 106,8 (107,4) - H-7; H-9; H-10; 109,7 -
HO-5; HO-6
9a 140,3 (141,0) - 1403 -
10a 152,6 (153,0) - H-10 150,2 -
Ac - - - - 1703 -
CH
3 106,7 (106,5) 6,01 (s) 3H-15 107,5 6,02 (s)
7 100,7 (101,1) 6,46 110,5 6,71 (d, 2,2)
(d, 2.2 Hz)
9 98,2 (98,5) 6,56 H-7; H-10 1037 6,85(d,22)
(d, 2,2 Hz)
10 101,4 (101,4) 6,95 (s) H-9 101,7 7,07 (s)
CH;

MeO-8 56,6 (55,4) 3,90 (s) 55,7 3,92 (s)
11 21,1 (20.4) 2,40 (s) H-3 214 2,41 (s)
Ac - - - 20,9 234 (s)

HO-5 ) 15,95 (s) ) 14,5 (s)
HO-6 ] 9,66 (s) ] -

* O niimero de atomos de hidrogénio ligado a cada atomo de carbono foi deduzido através da analise do espectro de RMN de *C-
Pendant. Espectros 2D ("Hx'H-COSY ¢ 'Hx'H-NOEY) também foram utilizados para estes assinalamentos.

Tabela 2. Efeito inibitorio da rubrofusarina (1) sobre a Topo
II-a utilizando o ensaio de relaxamento do kDNA.

Concentragao Efeito
(LM) Inibitério
1 120 ++++
60 ++
30 n i.*
Etoposida 100 -+

1. 1.: nenhuma inibigdo.
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