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Resumo

A proteina CAF1 desempenha fungcéo importante no controle da expressédo génica, pois participa do processo de
deadenilagao da cauda poli(A) de RNA mensageiros (MRNAs), contribuindo assim para a degradagéo das moléculas de
mRNAs. Estudos recentes mostraram uma correlacdo entre a atividade da proteina CAF1 humana (hCAFl) e a
progressdo de alguns tumores. Com 0 objetivo de caracterizar a atividade exonucleasica 3'-5' de hCAF1, hCAFL1 foi
expressa em bactéria e purificada por cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. Constatou-se que a atividade
exoribonucleédsica 3'-5' de hCAF1 requer um ion Mg2+ ou Mn2+ e que a mesma € especifica para sequencias de poli-
adenina. Com o objetivo de identificar compostos organicos que possam inibir a atividade de deadenilase de hCAF1,
derivados de quinazolinas foram sintetizados e um dos compostos obtidos inibiu a atividade de hCAF1. Com base na
estrutura desse composto, novos inibidores estdo sendo sintetizados.
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Introducéo

A proteina CAF1, também conhecida como CNOT7,
faz parte do complexo CCR4-NOT que regula a
degradacdo de mRNAs na célula por um processo
conhecido como deadenilagdo da cauda poli(A) do
MRNA. Estudos recentes indicam que a atividade
enzimatica de hCAF1 é requerida para a promocao de
metastase. Assim, hCAF1 surge como é um importante
alvo terapéutico. Além disso, inibidores de CAF1 com
especificidade e poténcia desejadas ainda ndo foram
descritos para nenhum membro da familia CAF1[ML.
Assim, esse trabalho tem como objetivo principal a
identificacdo de novos inibidores de hCAF1, com énfase
em compostos derivados de anilinoquinazolinas.
Andlogos de anilinoquianzolinas sao amplamente
conhecidos por apresentarem diversas propriedades
biolégicas como anticancer, anti-inflamatéria, anti-
hipertensiva e antidiabética entre outras. [

Resultados e Discusséo
Derivados de 2-anilinoquinazolina foram sintetizados
pela reacdo da 4-amino-2-cloro-6,7-dimetoxiquinazolina
com a anilina correspondente sob as condi¢Bes descritas
na figura 1. Os compostos foram caracterizados através
das andlises de seus espectros de RMN e de medidas de
ponto de fusdo.

\l/ HsCO, N
4\

\sopropanol + DMF
Refluxo por 16 hrs

HaCO,

HaCO HaCO

WHz

Figura 1. Etapa para a sintese de derivados de 2-
anilinoquinazolinas (R= F, CI, Br, |, benziléxi, OCHs e
outros).

A proteina hCAF1 recombinante foi expressa em E. coli
e purificada por cromatografias de afinidade e gel filtracao.
Os ensaios enzimaticos foram realizados em tampao
HEPES 20mM, pH 7.4 contendo 150 mM NaCl, 2 mM do
fon metdlico, 1 mM de DTT, 0.4 uM de CAF1 e 2 uM da
sonda de RNA marcada com fluoresceina na porgao 5.

A atividade exoribonucleasica 3’-5° de hCAF1 sobre
diferentes sondas de RNA contendo uma cauda poli(A),
poli(G), poli(C) ou poli(U) foi avaliada em gel de
sequenciamento de DNA. Verificou-se que hCAF1

apresenta atividade exoribonucleasica 3’-5° sobre RNA
poli(A) (Figura 2), sendo portanto uma deadenilase. Além
disso, verificou-se que hCAF1 requer o ion metalico Mg?*
ou Mn?* para sua atividade.

Figura 2. Atividade de hCAF1 sobre RNA poli(A). Nota-
se que em 10 min a enzima degrada a cauda poli(A).

Ensaios de deadenilacdo foram realizados na
presenca de anilinoguinazolinas na concentracéo de 80
MM, e um dos compostos, 26A, inibiu a atividade de
hCAFl (Flgura 3)

Figura 3. Ensaio de atividade na presenga de possiveis
inibidores. O ensaio de atividade foi feito controle negativo
(sem hCAF1), controle positivo (com hCAF1l) e na
presenca de inibidor em concentracéo de 80 pM.
Conclusdes

A hCAF1 é uma deadenilase dependente de Mg?* ou
Mn2*., O composto 26A inibiu a atividade de deadenilase
de hCAF1 e sua estrutura serd utilizada como base para
sintese de novas moléculas. Tais moléculas serdo
testadas quanto as suas propriedades bioldgicas.
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