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RESUMO

A busca por novos metodos de controle do vetor Aedes aegypti tem sido amplamente
realizada para diminuir a transmisséo de arboviroses como Zika e Chikungunya que tém um
grande impacto em saude publica atualmente. Macromoléculas envolvidas em vias
metabolicas essenciais para a sobrevida do mosquito tornam-se alvos moleculares importantes
para o controle desses vetores. Uma das vias de detoxificacdo desta espécie é a via das
quinureninas, que em uma das etapas, converte 3-hidroxiquinurenina (3-HK - espécie reativa
de oxigénio e nitrogénio) em &cido xanturénico (substancia atéxica) por meio da 3-
hidroxiquinurenina transaminase (HKT). A proposta deste trabalho é desenvolver larvicidas
gue atuam como inibidores da atividade enzimatica da HKT, causando morte do inseto. Os
inibidores sintetizados foram planejados apos resultados de Docking Molecular obtidos por
nosso grupo com a HKT ort6loga de Anopheles gambiae. Esses compostos sdo inéditos e
foram bem caracterizados, exibindo alto grau de pureza. A sintese foi realizada em trés etapas
e com rapida purificacdo, fatores facilitadores para a producdo em larga escala. A proteina
HKT recombinante fusionada a Glutationa-S-transferase (HKT/GST) foi produzida em
Escherichia coli para avaliagdo da inibicdo dos compostos sintetizados. A HKT/GST
purificada e dialisada apresentou um padrdo de migracdo de aproximadamente 62 kDa e
exibiu atividade em avaliacdo funcional através de ensaio enzimatico desenvolvido para
analise em HPLC com detector UV. Os 12 compostos testados mostraram inibicdo parcial da
HKT/GST, sendo 0s compostos com o anel aromatico com substituicdo para-anisoila e sem
substituicdo os melhores inibidores, com valores de razdo da area do pico de 3-HK na reacédo
sem inibidor e ap0s a inibi¢do que sdo 0,69 e 0,64 respectivamente. Isso significa em relacdo a
razdo das areas do pico do 3-HK, quanto mais préxima de zero, mais diferentes sdo as areas e
consequentemente maior o0 acimulo do substrato. Esses resultados corroboram com a hip6tese
de que os sais sintetizados sdo inibidores da HKT e servirdo como molde para o

desenvolvimento de inibidores mais potentes.

Palavras-chave: Aedes aegypti. 3-hidroxi-quinurenina transaminase. inibidores competitivos.

1,2.4 — oxadiazois.



ABSTRACT

The search for new methods of control of Aedes aegypti has been widely performed to reduce
the transmission of arboviruses as Zika and Chikungunya that have a major impact on public
health today. Macromolecules involved in essential metabolic pathways for the mosquito
survival become important molecular targets for the control of these vectors. One of the
detoxification pathways of this species is the kynurenine pathway that in one of the steps,
converts 3-hydroxykynurenine (3-HK - reactive oxygen and nitrogen species) in xanturenic
acid (non-toxic substance) by 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT). The purpose of this
work is to develop larvicides that act as inhibitors of the enzymatic activity of HKT, causing
insect death. The synthesized inhibitors were planned after results of Molecular Docking
obtained by our group with HKT ortholog of Anopheles gambiae. These compounds are
unpublished and were well characterized, exhibiting high purity. The synthesis was carried
out in three stages and rapid purification, facilitating factors for large-scale production.
Recombinant HKT protein fused to the Glutathione S-transferase (HKT/GST) was produced
in Escherichia coli for evaluation of inhibition of the synthesized compounds. The HKT/GST
purified and dialyzed showed a pattern of migration of approximately 62 kDa and exhibited
activity in functional assessment by enzymatic assay developed for analysis on HPLC with
UV detector. The 12 tested compounds showed partial inhibition of HKT/GST, which
compounds with the aromatic ring substitution para-anisole and without substituent the best
inhibitors with ratio values of the peak area of 3-HK in no inhibitor reaction and after
inhibition which are 0.69 and 0.64, respectively. This means in relation to the peak area ratio
of 3-HK, the nearer to zero, the different between the areas are higher and therefore there is
more accumulation of the substrate. These results corroborate the hypothesis that the salts
synthesized are HKT inhibitors and serve as a template for the development of more potent

inhibitors.

Keywords: Aedes aegypti. 3-hidroxykynurenine transaminase. competitive inhibitors. 1,2,4 —

oxadiazoles.
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1 INTRODUCAO

1.1. Arboviroses transmitidas por Aedes aegypti

Arboviroses sdo doencas causadas por virus transmitidos por artrépodes.’ As fémeas de
mosquitos vetores sdo hematdfagas, pois precisam de sangue para maturacdo de seus Ovos.

Por esta razéo, a fémea infectada transmite virus durante sua alimentacéo.*?

Vérias arboviroses ja foram notificadas no Brasil, entre elas a febre amarela, dengue,
febre Chikungunya e Zika.** Os surtos de febre amarela foram erradicados no pais com a
introducdo da vacina no Sistema Unico de Satde (SUS), em que toda crianca ap6s os seis

meses de nascimento deve ser vacinada.’

As doencas causadas pelos virus da dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya
(CHIKV) estdo entre as principais preocupacfes emergenciais no pais. O DENV e ZIKV
pertencem a familia Flaviviridae e o CHIKYV pertence a familia Togaviridae. Os trés sdo virus

de RNA de fita simples positiva, possuem envelope e simetria icosaédrica.

A dengue foi introduzida no pais ha alguns anos, mas os virus ZIKV e CHIKV foram
detectados em 2015 e 2014, respectivamente. Atencdo deve ser dada as complicacOes
causadas por essas doencas, como a sindrome congénita do Zika presente em nascituros de
gravidas infectadas pelo ZIKV e forte dores articulares por longos periodos em infectados por
CHIKV.* Em 2016, foram registrados 1.054.127 casos provéaveis de dengue no pais entre 0s
dias 3 de janeiro e 23 de abril. Em 2015, foram notificados no pais 38.332 casos provaveis de
febre Chikungunya e 6 ébitos foram confirmados (nos estados da Bahia, Sergipe, Sdo Paulo e
Pernambuco).® Dois genétipos do virus foram identificados, com 735 casos no Amapa do
genétipo oriundo da Asia e 778 casos na Bahia com o genétipo africano.” Até o dia 23 de abril
deste ano, 64.349 casos provaveis de febre Chikungunya foram notificados ao Ministério da
Salde (Figura 1). Os 6bitos foram confirmados em cinco estados, dentre eles Pernambuco e
Rio de Janeiro. Em relacgdo a Zika, 120.161 casos provaveis foram notificados e 39.993 foram
confirmados (Figura 1). Trés obitos de adultos foram confirmados nos estados do Maranhdo,
Par4 e Rio Grande do Norte.® Até dezembro de 2015, 2.975 casos suspeitos de microcefalia
relacionada a infecgdo pelo virus Zika foram notificados & Secretaria de Vigilancia em Salde

do Ministério da Saude e 37 6bitos suspeitos.®
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D Sem registro
I casos confirmados {pelo menos 1 caso confirmada)

D Casos notificados (pelo menos 1 caso notificado)

[] sem registro
[l Casos confirmados (pelo menos 1 caso confirmada)
[ Casos notificados (pelo menos 1 caso notificado)

Figura 1 — Mapa de distribuicdo dos casos notificados e confirmados de Chikungunya (A) e
Zika (B) até 23 de abril de 2016.°
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1.2. Aedes aegypti
O mosquito Aedes aegypti é de origem africana que vem se espalhando em regides
tropicais e subtropicais desde o século XV1.2 O mosquito pertence & familia Culicidae e é
facilmente adaptavel a ambientes urbanos, proliferando-se em quaisquer locais com agua
parada e vasta opgédo para a hematofagia da fémea. O ciclo de vida do mosquito vai desde o
ovo, passando por quatro estagios larvais, pela fase pupa até a fase adulta (Figura 2). Este

possui habitos diurnos, tanto para o repasto sanguineo quanto para a postura dos ovos.’

——— A" ,, - “». L:—
O 4 g 3
Larva de 1° =

estédio = -
Larva de 2° >~ O
estadio £
Larva de 3°
estadio

Larvade 4° "Mt
estadio

Figura 2 - Ciclo bioldgico do Aedes aegypti que se inicia na oviposicao e ap6s a eclosao,

passagem por quatro estagios larvais, fase pupa e adulto.’

Os locais de desenvolvimento dos ovos e larvas sdo chamados de criadouros e estes séo
normalmente recipientes com agua parada, como calhas, vasos de plantas e grandes
reservatorios de agua. Quando possivel, a eliminacdo desses criadouros é uma forma de
controle da populacdo do mosquito, pois impede o inseto de chegar a fase adulta. O controle
em recipientes que o estoque de agua € indispensavel pode ser feito com aditivos quimicos
como no caso de piscinas ou vedacdo para impedir que a fémea deposite 0s ovos, como em

caixas d’4gua e tonéis. ®

As arboviroses requerem transferéncia do virus entre o mosquito e o ser humano. O
virus é de tamanho microscopico, o que torna sua deteccdo dificil em relagdo ao mosquito.

Assim, 0 mosquito se torna o agente mais fécil de ser controlado para a diminuigdo da
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transmissdo das doencas. Por ter sua fase larval delimitada geograficamente no criadouro, a
erradicacdo desses individuos se torna mais acessivel. E para trabalhar com o terceiro
componente que é o ser humano, deve-se desenvolver vacinas contra todos os tipos e
sorotipos das arboviroses, tornando o método caro e de longo prazo. Portanto, o controle mais

promissor das arboviroses é por meio de uso de inseticidas.™

1.3. Controle do inseto

Os inseticidas mais utilizados no controle de vetores podem ser classificados em
inseticidas de origem vegetal, inseticidas quimicos (inorganicos e organicos) e inseticidas
bioldgicos. Estes também podem ser divididos em larvicidas e adulticidas (substancias que
matam o inseto na fase ovo e larval e adulta, respectivamente).*?

O controle quimico é uma das formas mais utilizadas de controle de vetores em Salde
Plablica. O primeiro inseticida sintetizado com efeito prolongado foi o
diclorodifeniltricloroetano (DDT), um inseticida organoclorado. Outros inseticidas que atuam
no sistema nervoso dos insetos pertencem aos grupos dos organofosforados, carbamatos e
piretroides. 1

Os organoclorados sao classificados em quatro grupos: difenilalifaticos,
hexaclorociclohexanos, ciclodienos, e policloroterpenos. O DDT esta incluso no grupo dos
difenilalifaticos, que é o primeiro grupo de inseticidas sintéticos. O benzenohexacloro (BHC),
do grupo dos hexaclorociclohexanos (HCH), também comercializado com o nome de
Lindano, atua de maneira semelhante ao DDT. Os ciclodienos, como Clordano e Aldrina, séo
inibidores do receptor do acido gama-aminobutirico (GABA), que, apo6s ligacdo do
neurotransmissor, aumenta a permeabilidade dos ions cloreto nos neurdnios. Os
policloroterpenos, como o Toxafeno e o Estrobane, possuem modo de agdo equivalente aos
ciclodienos. Apesar de seu vasto uso no controle de maléria, os organoclorados foram
proibidos em varios paises devido a sua permanéncia no ambiente e ao acumulo em tecidos

animais (Figura 3).2
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Figura 3 - Organoclorados inseticidas

Os organofosforados sdo divididos em alifaticos, aromaticos e heterociclicos e inibem a
acetilcolinesterase (AChE) irreversivelmente, importante enzima na transmissdo sinaptica.
Contrariamente aos organoclorados, estes ndo se acumulam nos tecidos, mas sao instaveis,
necessitando de renovacdo periddica. O Temefés é um larvicida organofosforado
recomendado pela OMS para uso em agua potavel.

Jé& os carbamatos séo inseticidas derivados do &cido carbamico e possuem acéo similar
aos organofosforados, exceto pela inibicdo reversivel da AChE. Alguns dos carbamatos

conhecidos sdo o Propoxur, Carbaril e Carbofurano (Figura 4).%***

0]
s PN
WO Y
7 ~N
s2"~o or g ©/O\‘/
Temefoés
Propoxur

Figura 4 - Inseticidas organofosforados e carbamatos

Os piretroides possuem modo de acdo similar ao DDT. S&o biodegradaveis e
praticamente ndo causam intoxicacGes em aves e mamiferos, mas sdo extremamente toxicos
para 0s animais aquaticos. Os piretroides foram desenvolvidos em quatro geracfes. Somente
na terceira geracdo, os piretroides foram aplicados em uso agricola pela alta atividade
inseticida e fotoestabilidade dos compostos. A quarta geracdo € a atualmente usada e inclui o
Cipermetrina, Fluvalinato e Teflutrina (Figura 5).**
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B . TQ Q0

Cipermetrina

Figura 5 - Inseticida piretroide.

Os inseticidas tém sido bastante usados e seu uso continuo tem provocado resisténcia
aos insetos. A resisténcia foi detectada para todas as classes de inseticidas, provocando o
reaparecimento de doencas transmitidas por vetores.*® Existem quatro principais mecanismos
de resisténcia que os mosquitos podem desenvolver: Resisténcia metabolica, por mutacéo, por
penetracdo e comportamental. Na resisténcia metabdlica, os insetos se detoxificam ou
destroem o inseticida com maior rapidez, expressando as enzimas de detoxificagdo em maior
quantidade, como as Glutationa-S-transferases. E 0 mecanismo mais eficiente por ter um
amplo espectro de atividade. A mutacdo diminui ou impede a interacdo do inseticida com seu
alvo, reduzindo ou eliminando o efeito. Resisténcia por penetracdo faz com que o inseto
desenvolva barreiras na cuticula, absorvendo o inseticida mais lentamente que 0s insetos
suscetiveis. E a resisténcia comportamental é a capacidade do inseto de identificar o inseticida
e evita-lo. Os insetos podem simplesmente parar de se alimentar de plantas ou sairem da area
se identificarem os inseticidas. Contudo, a resisténcia é desenvolvida ap6s algumas geractes
depois que o inseto entra em contato com o inseticida. Para uso imediato, é necessario o
desenvolvimento de inseticidas com modo de acao diferenciado aos existentes no mercado,
com maior especificidade e menor toxicidade. Todavia, a resisténcia dos atuais e novos
inseticidas deve ser acompanhada para entender o0 mecanismo e promover o desenvolvimento

de novas estratégias de controle dos vetores.'>*°

1.4. Via das quinureninas

A via das quinureninas € uma das vias metabolicas mais importantes na detoxificacdo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.” Esta é a maior via de metabolizacdo do
triptofano nos organismos vivos, em que o triptofano é oxidado a acido quinolinico ou

quinurénico ou ainda a acido xanturénico, dependendo do organismo vivo estudado.’®*?° Em
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mamiferos, estes &cidos podem ser transformados em dinucleotideo de adenina e nicotinamida

(NAD*, coenzima necessaria na respiracéo celular).?2*

Este trabalho tem como foco um intermediario da via das quinureninas, a 3-hidroxi-
quinurenina. Esta substancia, quando presente em quantidades maiores que as normais em
humanos, esta relacionada a doengas como esquizofrenia, mal de Parkinson e Alzheimer.?%2*
Outros estudos indicam que o acumulo deste intermediario metabolico nos insetos leva a sua

oxidagdo espontanea a espécies reativas de oxigénio, provocando estresse oxidativo.'*%*?

A 3-hidréxi-quinurenina (3-HK) é produzida a partir da quinurenina e leva a formacéo
do &cido xanturénico. Este Gltimo metabdlito € atdxico para o inseto, 0 que sugere que a

reagdo é uma via de detoxificagdo da 3-HK nos mosquitos **** **(Esquema 1).
NH3* o NH, 5 NH,
coo- TDO oo KEM .
N 40 —_—
i N H NH,
Triptofano Formilquinurenina Quinurenina
KMO
KAT
OH 0] NH, OH
L 4
N/ OH NH, N/ OH
OH 0 OH 5
Acido Xanturénico 3-hidréxi-quinurenina Acido Quinurénico

Esquema 1 - Via das quinureninas em mosquitos. TDO: triptofano dioxigenase; KFM
quinurenina formamidase; KMO: quinurenina monooxigenase; KAT: quinurenina

aminotransferase e HKT: 3-hidréxi-quinurenina transaminase.?®

Pesquisadores concluiram em estudos com Anopheles ssp. que o acido xanturénico é
essencial na reproducéo sexual do Plasmodium falciparium no vetor.?®3*° Assim, a inibicdo
desta reacdo na via das quinureninas, gerando acumulo de 3-HK e evitando a formagéo do
acido xanturénico seria nocivo ao metabolismo ndo s6 de Aedes aegypti, mas também dos

mosquitos do género Anopheles, vetores da malaria.
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Han e colaboradores observaram que a AeHKT (3-hidroxi-quinurenina transaminase de
Aedes aegypti) tem duas funcdes: a primeira é realizar a transaminacao da 3-HK para formar
o 4cido xanturénico. A segunda é realizar a conversdo do glioxilato & glicina.?® Ainda foi
observado que o0 mosquito possui dois tipos de alanina-glioxilato aminotransferases (AeHKT
e AeAGT) e estas apresentam 46% de similaridade. Entretanto, somente a AeHKT consegue
metabolizar a 3-HK.® A AeHKT tem sua sequéncia depositada no GenBank, mas ainda n&o

héa relatos de sua estrutura cristalografica.

A AeHKT e a AnHKT (3-hidroxiquinurenina transaminase de Anopheles gambiae) sdo
ortologas e possuem 73% de similaridade em suas sequéncias. A estrutura cristalografica da
AnHKT ja é conhecida (Protein Data Bank 2CH1 e 2CH2)*, possibilitando estudos
computacionais por homologia (Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura tridimensional da AnHKT, com ampliagdo em seu sitio ativo preenchido
com um inibidor, o &cido 4-(2-aminofenil)-4-oxobutirico, na presenca do cofator piridoxal-5-
fosfato (PLP).*

O inibidor testado na AnHKT é uma molécula similar ao substrato natural da enzima,
exceto pela auséncia de um grupo amina, justificando a auséncia da transaminac&o.** Sua
estrutura é comparavel a de acidos 1,2,4-oxadiazolicos, por sua cadeia acida e presenca de
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nitrogénio e oxigénio na molécula (Figura 7). Assim, esses compostos heterociclicos foram

testados por nosso grupo como provaveis inibidores da AeHKT. %

Q Q N—o (0]

NH,

Acido 1,2,4-oxadiazdlico

Inibidor da AnHKT

$ )\/\/“\
OH ®/<N/ on

Figura 7 - Comparacdo estrutural entre o inibidor testado e 0 proposto por nosso grupo.

1.5. Os 1,2,4-Oxadiazois

1,2,4-Oxadiaz6is sdo compostos heterociclicos de cinco membros, contendo um

oxigénio na posicdo 1 e dois nitrogénios nas posicGes 2 e 4. Existem varios métodos de

sintese desses compostos, como na reacdo de amidoximas e derivados de acido, oxidacdo de

um grupo imina e reacdo de sal de amidoximas com amidas.®® Este anel é resistente &

hidrélise e pode agir como bioisostero de grupos ésteres e amidas, 0 que 0 torna promissor

para o substituicdo desses grupos em moléculas bioativas. Exemplos com atividade

terapéutica sdo o Oxolamina, o Irrigor e o Libexin (Figura 8).

NE®
/ N/>\/\N/\ [ N NH
N NN

Oxolamina, um antitussigeno
e anti-inflamatoério

W,
N\/\(N/ O

O—N

Libexin, um antitussigeno

Irrigor, um anestesico e vasodilatador

Figura 8- 1,2,4-Oxadiazois utilizados na terapéutica.
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Diante do interesse em obter moléculas inibidoras da atividade da HKT em Aedes
aegypti, foram feitos estudos de Docking Molecular de vérias séries de compostos
sintetizados em laboratdrio. A partir destes resultados, foram feitos ensaios in vivo destes
compostos em larvas de Aedes aegypti. Diferentes alteragfes de substituintes e tamanhos da
cadeia lateral em C-5 foram testadas e observou-se que os 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-
butanoatos de metila apresentaram maior atividade larvicida provavelmente pelo tamanho da
cadeia lateral em C-5 e melhor lipofilicidade, facilitando a entrada da molécula no tecido
larval. Efeitos diferenciados dos substituintes no anel aromatico ndo foram observados nos
calculos computacionais, mas acidos e ésteres contendo substituinte halogenado no anel
aromatico possuem valores menores de CLso (concentracdo da substancia em que provoca a
morte de 50% dos individuos expostos).®* Contudo, o uso de co-solventes para solubilizar os
larvicidas foi necessério, pois sdo moléculas organicas insoliveis em &gua. Com essa
observacgdo, surgiu a necessidade de sintetizar moléculas que fossem mais facilmente

solubilizadas em meio aquoso para entrar em contato com as larvas.

Portanto, a proposta deste trabalho € sintetizar sais sédicos de acidos 4-[3-(aril)-1,2,4-
oxadiazol-5-il]-butandicos com varia¢fes na substituicdo do anel aromatico, obter a AeHKT
recombinante e avaliar as atividades inibidoras destes compostos na frente a enzima

recombinante.
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2 HIPOTESE

A série de 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-butanoatos de sédio sintetizados consegue

inibir a enzima HKT de Aedes aegypti, gerando acimulo de 3-HK?
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese dos sais s6dicos 1,2,4-oxadiazolicos

Apbs estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa,®® decidiu-se obter larvicidas
1,2,4-oxadiazo6licos sollveis em agua. Foram sintetizados sais sodicos derivados de acidos 4-
[3-(aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il]-butandicos (Esquema 2).

Ar
a: Fenila d: 4-Br-Fenila g: 3-Toluila j: 4-1-Fenila
b: 4-Anisoila e: 4-NO,-Fenila h: a-Naftila k: 4-Cl-Fenila
c:3,4-diCl,-Fenila  f: 4-Toluila i: 4-CFs-Fenila I 3,4-Benzodioxolila

Esquema 2 - Sintese dos sais sodicos 2a-| a partir dos acidos 1a-I

Os sais foram obtidos com rendimentos acima de 65% e recristalizados em cloroformio
(Tabela 1).

Tabela 1: Dados experimentais das substancias 2a-I

Substancia Rendimento (%) P.F. (°C)
28 89 225-226
2b 91 243-244
2C 90 244-245
2d 92 285-286
2e 69 248-249
2f 79 243-244
29 91 246-247
2h 83 244-246
2i 79 195-197
2j 90 277-278
2k 88 285-286

2l 89 277-278
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Estes sais foram obtidos a partir de amidoximas (Esquema 3) com seus respectivos
substituintes, reagidas com anidrido glutarico para formar os é&cidos 4-[3-(aril)-1,2,4-

oxadiazol-5-il] butandicos e depois desprotonados para formar os sais sodicos.

A hidroxilamina (1) € um nucle6filo ambidentado e possibilita dois tipos de ataques. Se
for feito pelo atomo de oxigénio (base dura atacando &cido intermediario), a amida podera ser
formada (controle cinético). Contudo, o atomo de carbono atacado continua &cido, facilitando
um ataque intramolecular pelo atomo de nitrogénio (Il). O anel oxaziridinio formado é

instavel, clivando a ligacdo C-O (111) e formando a arilamidoxima (V) (Esquema 3).*

Ccr

HONH3*  EtOH/H,0
H,N——OH + NaCl + H,CO;4

HCO,: TA.
Na+ H2C03 > Hzo + COZ

Ar

N Ar N Ar NH-
)/\ j‘
Ar CEL; + HE).—NH2 ———— _— — ’)
0 o)
AN
H, II\NH-

| HN——-O

.

N

Ar NH, Ar NH Ar NH Ar N
_— \s -— —;HJF
Y \< H\ L
N N * HN HN
O——NH
\ / \ . 2
IV OH HO He \OH \o-

Esquema 3 - Mecanismo de formacéo de arilamidoximas a partir de arilnitrilas com

hidroxilamina por ataque pelo oxigénio.

Apobs a sintese da amidoxima, a etapa seguinte foi sintetizar os acidos butanodicos
fundindo a amidoxima (I1) com anidrido glutarico (I11). O intermediario 1V é formado, e em
seguida ocorre uma transferéncia de hidrogénio (V) e a ciclizacdo (VI1), formando o anel
1,2,4-oxadiazolico (VII). Depois que a desidratacdo ocorre (VI1I1), o &cido final é formado
(IX) (Esquema 4).
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Esquema 4 - Mecanismo da sintese do acido 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-butandico
3.2. Caracterizacéao dos 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-butanoatos de sodio

Foram feitas analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, C e
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) para 0s 12 compostos
supracitados. Os dados que serdo discutidos aqui se aplicam para o composto 2a. Nos
compostos restantes foram observados padrdes espectroscopicos semelhantes.

No espectro de RMN de 'H obtido para a substancia 2a, observa-se um quinteto em
1,87 ppm com constante de acoplamento J=7,6 Hz relativo ao CH; do centro da cadeia lateral
em C-5. Os outros dois sinais mais blindados, de deslocamentos quimicos 2,15 ppm e 2,75
ppm (tripletos com J=7,6 Hz) sdo referentes aos metilenos ligados ao anel 1,2,4-oxadiazolico
e ao grupo carboxilato, respectivamente. O multipleto no intervalo de 7,29-7,40 ppm ¢é
relativo a trés hidrogénios na regido aromatica, reconhecidos pela integracdo do pico. J& no
sinal em 7,61 ppm, é possivel observar um duplo dupleto com integracdo para dois
hidrogénios, com 2J=7,6 Hz e 3J=1,6 Hz, caracteristicos de hidrogénios com vizinhos orto e

meta a sua posicao (Figura 9).
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Figura 9 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) da substancia 2a.

No espectro de RMN de *3C, os sinais estio bem definidos e cada um corresponde a um

carbono, com excec¢éo dos sinais de 129,6 ppm e 131,7 ppm, equivalentes a dois carbonos por

causa da simetria do anel aromatico. Os picos dos grupos metilenos sdo os de menor

deslocamento quimico, 25,3 ppm, 28,2 ppm e 39,2 ppm. Os sinais na regido de 160 ppm sao

relativos aos carbonos do heterociclo e o sinal mais desblindado é referente ao carbono do

grupo carboxilato (Figura 10).
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Figura 10 - Espectro de RMN de *3C (400 MHz, D,0) da substancia 2a.

Ja no espectro de infravermelho, é possivel identificar as bandas de estiramento C=0
em 1545 cm™, estiramento C=N em 1475 cm™ e estiramento N-O em 1260 cm™, confirmando
a presenca dos grupos oxadiazol e carboxilato (Figura 11).
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Figura 11 - Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) da substancia 2a.
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3.3. Andlise in silico da HKT

A sequéncia do mRNA da HKT de Aedes aegypti foi obtida no GenBank (nimero de
acesso AF435806) e possui 1167 pares de bases. Oligonucleotideos foram desenhados a partir
dessa sequéncia e foram adicionados sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Xhol para
realizacdo da clonagem. A andlise de introns e éxons ndo foi necesséria, pois foi determinado
que a clonagem se iniciaria pelo mMRNA obtido por extracdo do RNA e ndo pelos genes a
partir de DNA.

3.4. Amplificacdo do cDNA por RT-PCR

As reacdes de Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-
PCR) foram realizadas a partir do RNA total extraido das larvas para obtencdo do cDNA da
HKT. Amostras do RNA da linhagem Reclab foram submetidas a reacdo e o fragmento de
1167 pares de bases foi amplificado, indicando a presenca de mRNA no RNA total (Figura
12). Os fragmentos foram purificados, clonados em pGEM-T Easy e sequenciados para
identificar e avaliar a integridade das sequéncias obtidas. Estas sequéncias clonadas foram
traduzidas e alinhadas com a depositada no GenBank e foi observado um polimorfismo em
todos os clones (Figura 13 e 14).

PM <

2000 pb

1600 pb

1000pb —
850 pb

Figura 12 - Separacéo eletroforética em gel de agarose a 1% dos produtos de RT-PCR
amplificados. A reacdo foi feita em quadruplicata (HKT 1-4). PM: 1 kb Plus Ladder.

Foram obtidos quatro construtos e destes foram selecionados 0 HKT1(pGEM-T Easy) e
HKT2(pGEM-T Easy) para subclonagem em vetor de expressdo procariotica pGEX4Ts.
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Aedesaegypti3hidroxykynurenine
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HKT2
HKT3
HKT4
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Aedesaegypti3hidroxykynurenine
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HKT3
HKT4
310 320 330 340 350 360 370 380
T e
Aedesaegypti3hidroxykynurenine LLSVCVQGIS QSYPSGLRI -C
b2 124\ N MG LE I FVKDPREYRLPTVTCIBEMI PKGVNWWKERVSEYAMNNF SHLE IOGGFG P TEMG I AWRAG IMEGHEE S S T L O aEli e et -C
)2 124 2 MG LE I FVKDPREYRLPTVTCIBMI PKGVNWWKEVSEYAMNNF SHLE IOGGFG P TEMG I AWRAG IMEGHEE S S T L O e T e -C
)2 120 0 T MG L.E I FVKDPREYRLPTVTCIBMI PKGVNWWKEVSEYAMNNF SHLE IOGGFGPTEMG I AWRAN IMEGEE S S T L O e e -C

212 S L E. I FVKD PJE YRLPTVTC IIMI PKGVNWWKJVSEYAMNNFSILE IQGGFGPTIMG T AWRAG IMIGIE S ST 1.0/ —c

Figura 13 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da HKT de Aedes aegypti depositada no GenBank (nimero de acesso AF435806) com as

clonadas a partir de larvas de Aedes aegypti da linhagem Reclab.
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Aedes aegypti 3-hydroxykynurenine transaminase mRNA, partial cds

Sequence ID: gblAF435806.1| Length: 1167 Number of Matches: 1
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Figura 14 - Alinhamento online realizado da sequéncia obtida em comparag¢do com o banco de genes com 99% de similaridade. Somente dois

da citosina modificou a

a0

deleg

, porém a

nucleotideos nao estavam de acordo com a sequéncia base. A substituicdo em azul ndo foi prejudicial

fase de leitura, alterando os aminoéacidos seguintes.



39

O polimorfismo observado no aminoacido 360 presente em todos os clones evidencia
que esta € uma mutacdo da linhagem avaliada (Reclab). A delecdo de uma citosina provocou
uma mudanca na fase de leitura, alterando os aminoacidos formados. Entretanto, a mutacéo
estd presente na porcdo C-terminal da sequéncia ap0s 0s aminoacidos do sitio ativo (Ser-43;
Gly-25 e Arg-356) e ndo alterou a atividade funcional da enzima e a fusdo da GST para
purificacao.

3.5. Expressdo da HKT recombinante

As cepas de E. coli transformadas com as construgdes HKTL1(pGEX4T3) e
HKT2(pGEX4T3) foram induzidas por isopropil--D-tiogalactopiranosideo (IPTG) para a
producdo de suas respectivas proteinas recombinantes. A proteina HKT/GST apresentou um
perfil de migracdo de 62 kDa, préximo ao predito de 69 kDa (43 kDa”® da HKT e 26 kDa da
GST) (Figura 15).

70kDa
60 kDa

50 kDa

Figura 15 - Separacao eletroforética de proteinas de cultura de Escherichia coli. Setas
apontam a expressdo da proteina recombinante HKT antes e ap6s a inducdo por IPTG. SDS-
PAGE 10% corado com azul de Coomassie. PM: Benchmark Protein Ladder® em kDa.
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3.6. Purificacdo da HKT recombinante

Foi realizada uma purificagdo por cromatografia de afinidade da HKT fusionada a GST
e a resina com Glutationa imobilizada. Apds a purificacdo e dialise das proteinas produzidas
por E. coli, um SDS-PAGE 10% foi preparado para quantificar a proteina purificada
comparando a intensidade da banda com uma curva de BSA (Figura 16). A proteina foi

quantificada em 0,7 pg/pL.

% A
PM & ¥ Y 7 Y X

70 kDa
60 kDa

50 kDa

Figura 16 - Separacdo eletroforética de proteinas de uma amostra da HKT/GST purificada e
dialisada. SDS-PAGE 10% corado com azul de Coomassie. PM: Benchmark Protein Ladder®
em kDa.

3.7. Ensaios enzimaticos
Os ensaios enzimaticos foram realizados com dois diferentes clones da proteina
recombinante purificada. Este ensaio verificou a atividade funcional de clones diferentes da

mesma enzima, permitindo a conversdo de 3-HK a acido xanturénico (AX) (Esquema 5).
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O NH, OH
HKT
COOH — > N
pZ OH
NH, N
OH OH (@)

Esquema 5 - Conversdo da 3-hidroxiquinurenina em acido xanturénico

Para tal, foi necesséario o desenvolvimento de uma metodologia que permitisse avaliar a
acdo da HKT/GST. Esta metodologia foi desenvolvida por reacdo enzimética seguida da
analise dos produtos dessa reacdo via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A
reacdo se processou utilizando a enzima HKT/GST, o substrato aminodoador (3-HK), o
aminoaceptor (piruvato sddico) e o cofator PLP em banho-maria a 50°C. A padronizagdo do
método foi feita de acordo com os parametros desenvolvidos (Tabela 2). A curva de

calibracéo foi feita com 5 pontos e foi obtido um R?igual a 0,92.

Tabela 2 — Padronizagdo do ensaio enzimatico

Metabolito Replicata Area apos a Media Desvio Padrdo  Concentragédo
reacdo (mUA) (mUA)

1 4850,4

AX 2 4942.,6 4878,4 55,8 5x10° mol
3 4842,1
1 221351

3-HK 2 21256,5 21709,9 440,0 5x10° mol
3 21738,1

Os ensaios foram realizados em triplicata para as proteinas dos dois clones e a média foi
usada para posterior analise de inibicdo (Tabela 3). Os dois clones foram testados e ndo houve
diferencas no tempo de retencdo dos picos, evidenciando que as duas proteinas recombinantes

sdo funcionais (Figura 17).
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Tabela 3 - Areas dos picos de 3-HK e AX ap0s a reagdo enzimatica.

Area média apos

Clone testado Metabolito Desvio padrédo
areacdo (mUA)
3-HK 8512,5 549,6
HKTL1/GST
AX 5912,1 890,6
3-HK 9391,3 525,7
HKT2/GST
AX 5459,4 506,5

O clone HKT2/GST foi usado nos ensaios de inibicdo enzimatica e o substrato
comercial utilizado é uma mistura dos dois isdmeros (D e L). Por isso, ainda era detectado 3-

HK apos a reacdo pois o isdbmero L foi quase totalmente consumido e o isémero D € indcuo.
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Figura 17 - Cromatogramas de uma das replicatas dos ensaios enzimaticos das enzimas

HKTL/GST (superior) e HKT2/GST (inferior). O pico com tempo de retengéo igual a 2,5 min

é relativo ao 3-HK e o pico de 3,5 min é relativo ao &cido xanturénico.

Para verificar a atividade maxima da HKT/GST na conversdo de 3-HK em AX, foram

realizados ensaios com diferentes tempos na reacdo enzimatica. Foi observado que mesmo

que a area do AX aumentasse, a porcentagem do pico em relacdo a area total quantificada

(picos do 3-HK e AX) era por volta de 40% e n&o ultrapassava esse valor. Assim, foi decidido

usar uma quantidade de enzima e tempo de reacdo em que ndo houvesse gasto excessivo de

enzima nem longos tempos de reacdo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Formag&o de acido xanturénico na variacao das quantidades de enzima e o tempo

de reacéo.

Enzima (ug) Tempo de reagao

(min) Converséo (%)
5 2,6
0,7
20 20,2
10 19,8
4,0 15 43,1
20 38,9
20 38,8
7,0
60 35,1

3.8. Ensaios de inibi¢do enzimatica

Os 12 sais sintetizados foram testados em triplicata, adicionando 1 mM de suas solucdes
em tampdo fosfato 200 mM pH 7 a reacdo enzimatica. Todos os ensaios de inibicdo
aumentaram a quantidade de 3-HK no meio reacional, corroborando com a hipétese do
acumulo de 3-HK e comprovando a inibicdo desses compostos. O aumento foi mensurado a
partir da razdo entre as areas do pico de 3-HK da reacdo enzimatica em relagdo a reacdo com
cada inibidor. Isso significa que se a razdo é mais préxima de 1, os valores sdo mais proximos

e ndo ha tanto acimulo de 3-HK em relacdo a reacdo enzimatica sem o inibidor (Tabela 5).
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Tabela 5 — Acimulo de 3-HK nos ensaios de inibicdo enzimatica

Amostra Area de 3-HK Diferenca entre as  Razdo entre as areas
areas
2a 13623,6 4232,3 0,689
2b 14626,5 5235,2 0,642
2C 12743,4 3332,0 0,737
2d 11724,1 1431,4 0,801
2e 10511,2 1119,9 0,893
2f 11655,4 2264,1 0,806
29 12373,9 2982,6 0,759
2h 11981,8 2590,5 0,784
2i 10417,1 1025,8 0,902
2j 12154.,6 2763,3 0,773
2k 13214,5 3823,2 0,711
2l 13270,2 3878,9 0,708

Os sais que provocaram o maior acimulo de 3-HK foram os 2b e 2a, evidenciando que

a substituicdo no anel aroméatico ndo aumenta a capacidade de inibicdo destes sais. Estes

ensaios preliminares servirdo como base para o estudo e desenvolvimento de novos prot6tipos

moleculares

capazes

de

inibir

a

enzima

seletivamente.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A enzima HKT recombinante foi obtida com a finalidade de testar sua funcionalidade e
a capacidade de inibicdo dos sais sintetizados. Durante o processo de clonagem, foi
identificado um polimorfismo na sequéncia da HKT da linhagem de laboratorio. Esta

observacao nos atenta a possibilidade de outros polimorfismos nas col6nias em campo.

Para expressar a HKT recombinante, foi desenvolvido um protocolo de expressao em
procarioto, que é um método mais rapido e eficiente de obtencdo da enzima. Este € um

método inédito de obtencgdo desta enzima.

Nos ensaios enzimaticos, foi observada a estereosseletividade da enzima, que converte
somente o isdmero L da 3-HK e o isébmero D € in6cuo e ndo teve atividade inibidora da
enzima. Isso facilita os proximos testes, pois ndo ha a necessidade de separacdo dos

enantibmeros para avaliacdo funcional da enzima e dos provaveis inibidores.

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos e de inibicéo, foi desenvolvido um método de

quantificacdo dos metabdlitos dessa reacdo via CLAE com detector UV.

A partir dos ensaios de inibicdo, foi possivel concluir que os sais sintetizados séo
inibidores da enzima HKT recombinante obtida de E. coli, promovendo o acimulo de 3-HK
no meio reacional. Este € um metabdlito tdxico para as larvas, o que provavelmente causaria a

morte por estresse oxidativo.

Perspectivas

e Desenvolver protdtipos moleculares que tenham maior atividade inibidora da
enzima, gerando maior acimulo de 3-HK;

e Obter a estrutura tridimensional da AeHKT para realizar estudos computacionais
com a propria enzima em questao;

e Obter a HKT recombinante expressa em sistema eucarioto e avaliar a atividade

em comparagio com a expressa em procarioto.
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Procedimentos gerais
Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos através dos fornecedores Aldrich®,
Vetec®, Dinamica®, Merck®, Invitrogen®, New England Biolabs®, Promega®,
Affymetrix®, GE Healthcare Life Sciences® e QIAGEN®.
A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando-se placas de silica
em suporte de aluminio contendo indicador fluorescente F,s4 da marca Fluka®. Para a

revelacdo das manchas utilizou-se lampada ultravioleta.

5.2. Equipamentos utilizados

Para a determinacdo dos pontos de fusdo, foi utilizado o aparelho Electro-thermal
modelo Mel-Temp analdgico e os pontos de fusdo dos compostos obtidos ndo sdo corrigidos.
Para a obtencdo dos espectros de RMN de H e **C foi utilizado o instrumento Varian®
UNMRS 400 MHz, utilizando como solventes cloroférmio deuterado e agua deuterada. Para a
obtencg&o dos espectros de infravermelho foi utilizado o espectrofotometro FT-IR em pastilhas
de KBr. Para a obtencdo dos percentuais de andlise elementar, foi utilizado o analisador
elementar (CHNS-0), da marca CE instruments, modelo EA 1110.

Nas etapas de clonagem, expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes foram
utilizados o termociclador T3 termocycler da marca BIOMETRA®, uma centrifuga
refrigerada 5810R da marca Eppemdorf®, shaker Environ da marca Lab-line® e fontes de

marcas Bio-Rad® e Amersham pharmacia biotech® para a eletroforese.

5.3. Sintese dos acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-butandicos

As arilamidoximas foram sintetizadas de acordo com o método de Tiemann®. Os

demais reagentes foram obtidos comercialmente.
Procedimento geral para sintese dos acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-butandicos

Foram adicionados 30 mmol do anidrido glutarico (1,5 equivalentes) e 20 mmol da
amidoxima correspondente em um baldo médio. A reacdo seguiu em banho de 6leo a 200 °C.
ApoOs aproximadamente uma hora de reagdo, verificou por CCD o consumo total da
amidoxima. Quando a reacdo terminou, foram adicionados 10 mL de solugéo de bicarbonato

de sodio saturado e 10 mL de diclorometano. A extracdo foi realizada overnight sob agitacao
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magnética. No dia seguinte, as fases foram separadas e foi adicionado &cido citrico anidro a
fase aquosa até pH &cido. A solucdo foi transferida para um funil de separacdo e foram
realizadas extracdes com diclorometano (3 x 20 mL). As aliquotas foram reunidas, secas com
sulfato de sodio anidro, filtradas e o solvente foi evaporado sob pressédo reduzida. O sélido foi

recristalizado com uma mistura de cloroférmio e hexano.

Acido 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butandico (a): cristais incolores; rendimento: 95%:; Ry:
0,27 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 100-103°C; RMN de H (CDCls, 400 MHz) d(ppm):
2,22 (q; 2H; J=7,2 Hz; 7,6 Hz; CH,); 2,56 (t; 2H; J=7,6 Hz; CHy); 3,05 (t; 2H; J=7,2 Hz;
CHy); 7,45-7,51 (M, 3H, Haromatico); 8,06 (dd; 2H; J=7,6 Hz, 2,4 HZ; Haromatico). RMN de *C
(CDCls, 100 MHz) 8(ppm): 21,3; 25,6; 32,7; 126,7; 127.4; 128,8; 131,2; 168,3; 178,3; 178,9.
LV. (pastilha de KBr) vmadem™: 158149 (C=N); 1704,56 (C=0); 2972,72 (C-Haromatico)-
Anélise Elementar Calculada: C, 62.1; H, 5.2; N, 12.1. Analise Elementar Encontrada: C,
61.2; H,4.8; N, 11.7.

Acido  4-[3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]butandico  (b):  cristais amarelos;
rendimento: 56%:; Ry: 0,27 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 79 — 83 °C; RMN de 'H (CDCl;,
400 MHz) 8(ppm): 2.2 (q; 2H; J=7,6 Hz; 7,2 Hz; CH,); 2,55 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 3,03 (t;
2H, J=7,2 Hz; CHy); 3,85 (s; 3H; CHg); 6,97 (d; 2H, J=8,8 HZz; Haromatico); 7,99 (d, 2H; J=8,8
Hz; Haromatico): RMN de *C (CDCls) 8(ppm): 21,4; 25,6; 32,7; 55,4; 114,3; 119,1; 129,0;
161,9; 167.9; 178,4; 178,8. L.V. (pastilha de KBr) vmadem™: 1601,13 (C=N); 1709,52(C=0);
2964,78 (C-Haromatico). Andlise Elementar Calculada: C, 59.5; H, 5.4; N, 10.7. Analise
Elementar Encontrada: C, 59.1; H, 5.0; N, 10.4.

Acido  4-[3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-ilJoutandico  (c): cristais incolores;
rendimento: 69%; Ry 0,23 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 80 — 85 °C; RMN de *H (CDCls,
400 MHz) 8(ppm): 2,22 (q; 2H; J=7,2 Hz, 7,6 Hz; CH,); 2,57 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH,); 3,05 (t;
2H; J=7,6 Hz; CHy); 7,55 (d; 1H; J=8,4 Hz; Haromatico); 7,90 (d; 1H; J=8,4Hz; Haromatico); 8,17
(s; 1H; Haromatico); 10,36 (s; 1H; OH). RMN de *C (CDCls, 100 MHz) 8(ppm): 21,2; 25.6;
32,8; 126,4; 126,6; 129,3; 131,0; 133,3; 135,5; 166,7; 178,5; 179,4. I.V. (pastilha de KBr)
vmadem™: 1593,70 (C=N); 1705,63(C=0); 2954,95 (C-H). Analise Elementar Calculada: C,
47.9; H, 3.4; N, 9.3. Anélise Elementar Encontrada: C, 55.3; H, 4.3; N, 10.0.

Acido  4-[3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-illbutandico  (d):  cristais incolores;
rendimento: 89%:; Ry: 0,22 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 214 - 220°C; RMN de *H (CDCls,
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400 MHz) o(ppm): 1,25 (s; 1H; OH); 2,22 (q; 2H; J=7,2 Hz, 7,6 Hz; CH)); 2,57 (t; 2H; J=7,2
Hz; CHy); 3,05 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,61 (d; 2H; J=8,4 Hz; Haomaico); 7,94 (d; 2H;
J=8,4HZ; Haromatico)- RMN de *C (CDCls, 100 MHz) &(ppm): 21,4; 25.6; 32,8; 125,7; 128,1;
128,9; 131,7; 131,9; 132,1; 178,1. LV. (pastilha de KBr) vms/cm™: 158173 (C=N);
1681,73(C=0); 2971,86 (C-H). Analise Elementar Calculada: C, 46.3; H, 3.6; N, 9.0. Analise
Elementar Encontrada: C, 46.3; H, 3.4; N, 8.6.

Acido 4-[3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]butanoico (e): cristais amarelos; rendimento:
61%; Rs: 0,14 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 111-114°C; RMN de *H (CDCls, 400 MHz)
d(ppm): 2,24 (q, 2H, J=7,2 Hz, 7,2 Hz; CHy); 2,59 (t; 2H, J=7,2 Hz, CH,); 3,09 (t; 2H, J=7,2
Hz, CHy); 8,26 (d; 2H; J=8,8 Hz; Haromatico); 8,34 (d; 2H; J=8,8Hz, Haromético). RMN de **C
(CDCl3, 100 MHz) 8(ppm): 21,3; 25,6; 32,6; 124,1; 128,4; 132,6; 149,5; 166,8; 178,0, 179,8.
LV. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1712,77 (C=0) 2951,96 (C-H). Andlise Elementar
Calculada: C, 52.0; H, 4.0; N, 15.2. Analise Elementar Encontrada: C, 51.9; H, 3.8; N, 14.6.

Acido 4-(3-(4-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butandico (f): cristais incolores; rendimento:
68%; Ry 0,32 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 57 - 60°C. RMN de *H (CDCls, 400 MHz)
d(ppm): 2,21 (q; 2H; J=7,6 Hz; 7,2 Hz; CHy); 2,41(s; 3H; CH3); 2,56 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH))
3,04 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH) 7,28 (d; 2H; J=8,8 Hz; Haromatico); 7,95 (d; 2H; J=8,8 Hz;
Harométic)). RMN de **C (CDCls, 100 MHz) d(ppm): 21,4; 21,5; 25,6; 32,7, 123,8; 127,3;
129,5; 141,5; 168,3; 178,1; 178,7. 1.V. (pastilha de KBr) vmadem™: 1719,48 (C=0) 2952,63
(C-H). Analise Elementar Calculada: C, 63.4; H, 5.7; N, 11.4. Anéalise Elementar Encontrada:
C,64.0; H,5.0; N, 12.5.

Acido 4-(3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butandico (g): cristais incolores; rendimento:
68%:; Ry 0,32 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 89-92°C. RMN de ‘H (CDCls, 400 MHz)
d(ppm): 2,21 (q; 2H; J=7,2 Hz; 7,6 Hz; CHy); 2,42 (s; 3H, CH3); 2,55 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,);
3,04 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 7,26-7,38 (M, 2H, Haromatico); 7,86 (d; 1H; J=8,4 Hz, Haromatico);
7,89 (5,1H, Haromatico); 10,75 (5,1H,0H). RMN de **C (CDCls, 100 MHz) &(ppm): 21,3; 21,4;
25,6; 32,7; 124,5; 126,5; 127,9; 128,7; 131,9; 138,6; 168,3; 178,5; 178,8. I.V. (pastilha de
KBr) vmadcm™: 1577,53 (C=N); 1686,02 (C=0); 2663,60 (C-H); 3029,11 (O-H). Anélise
Elementar Calculada: C, 63.4; H, 5.7; N, 11.4. Analise Elementar Encontrada: C, 63.1; H, 5.5;
N, 11.3.

Acido 4-[3-(naftalen-1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il]butandico (h): cristais rosas; rendimento:
57%:; Ry 0,21 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 94-96°C. RMN de H (CDCls, 400 MHz)
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d(ppm): 2,13 (q; 2H; J=7,2 Hz; 7,6 Hz; CHy); 2,56 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 2,98 (t; 2H; J=7,6
Hz; CH,); 7,42-7,53 (m, 3H, Haromatico); 7,83 (dd; 2H; J=8,0 Hz, 8,4 Hz; Haromatico); 8,13 (dd;
1H, J=0,8 Hz, 1,2 Hz; Haromatico); 8,78 (d;1H; J=8,4 HZ; Haromatico). RMN de *3C (CDCls, 100
MHz) 6(ppm): 21,3; 25,6; 32,7; 123,7; 125,0; 126,2; 126,3; 127,6; 128,6; 129,3; 130,5; 131,8;
133,8; 168,6; 177,9; 178,5. I.V. (pastilha de KBr) vma/cm™: 1580,99 (C=N); 1711,55 (C=0);
2918,89 (C-H). Analise Elementar Calculada: C, 68.1; H, 5.0; N, 9.9. Analise Elementar
Encontrada: C, 64.8; H, 4.4; N, 8.9.

Acido 4-[3-(4-trifluorometil-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]Jbutandico (i): cristais incolores;
rendimento: 46%:; Ry: 0,22 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 75-78°C. RMN de *H (CDCls, 400
MHz) &(ppm): 2,23 (q, 2H, J=7,2 Hz; 7,6 Hz, CHy); 2,57 (t, 2H, J=7,2 Hz, CHy); 3,07 (t, 2H,
J=7,6 Hz, CHy); 7,74 (d, 2H, J=8,0 Hz, Haromatico); 8,19 (d, 2H, J=8,0 Hz, Haromatico); 10,40 (s,
1H, OH). LV. (pastilha de KBr) vma/cm™: 1565,06 (C=N); 1723,28 (C=0); 2964,39 (C-H).
Anélise Elementar Calculada: C, 52.0; H, 3.7; N, 9.3. Analise Elementar Encontrada: C, 52.2;
H, 3.4; N, 8.9.

Acido 4-[3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]Jbutandico (j): cristais amarelos, rendimento:
25%:; Ry 0,27 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 86-90°C; RMN de H (CDCls, 400 MHz)
8(ppm): 2,21 (q, 2H, J=7,2 Hz, 7,6 Hz, CH,); 2,56 (t, 2H, J=7,2 Hz, CH,); 3,05 (t, 2H, J=7,6
Hz, CH,); 7,75-7,84 (M, 4H, Haomaico). LV. (pastilha de KBr) vma/em™: 1590,24 (C=N);
1695,87 (C=0); 2940,89 (C-H). Analise Elementar Calculada: C, 40.2; H, 3.1; N, 7.8. Andlise
Elementar Encontrada: C, 40.3; H, 2.8; N, 7.3.

Acido 4-[3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]butandico (k): cristais incolores; rendimento:
72%:; Ry 0,32 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.: 86-89°C. RMN de ‘H (CDCls, 400 MHz)
d(ppm): 2,22 (q; 2H; J=7,6 Hz, 7,2 Hz; CHy); 2,56 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH,); 3,05 (t; 2H; J=7,6
Hz; CH,); 7,45 (ddd, 2H, J=2,0 Hz, 8,4 Hz, 2,4 Hz, 1,5 Hz, Haromatico); 8,00 (ddd, 2H, J=2,0
Hz, 8,4 Hz, 2,4 Hz, 1,5 Hz, Haomatico). RMN de B¢ (CDCl3, 100 MHz) 8(ppm): 21,3; 25,6;
32,7, 125,2; 128,7; 129,2; 137,3; 167,5; 178,5; 179,1.1.V. (pastilha de KBr) Vmadem™:
1596,78(C=N); 1697,30 (C=0) 2942,56 (C-H). Analise Elementar Calculada: C, 54.1; H, 4.2;
N, 10.5. Analise Elementar Encontrada: C, 59.9; H, 4.7; N, 10.4.

Acido 4-[3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-0xadiazol-5-il]butandico (I): cristais incolores;
rendimento: 60%; Rs: 0,25 (7:3, hexano: acetato v/v); P.F.:112-115°C; RMN de *H (CDCls,
400 MHz) é(ppm): 2,21 (q; 2H; J=7,6 Hz, 6,8 Hz; CHy); 2,56 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 3,03 (t;
2H; J=6,8 Hz; CH>); 6,03 (s; 2H; CHy); 6,89 (d; 1H; J=8,4Hz, 1,6 HZ; Haromatico); 7,51 (d; 1H;
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J=1,6 HZ; Haomaico); 7,63 (dd; 1H; J=8,4 Hz, Haomaico) RMN de *C (CDCls, 100 MHz)
d(ppm): 21,4; 25,6; 32,6; 101,6; 107,5; 108,6; 120,6; 122,3; 148,1; 150,1; 167,9; 177,8; 178,7.
L.V. (pastilha de KBr) vma/cm™: 1570, 76(C=N); 1705,79(C=0); 2909,68 (C-H); 3065,36 (O-
H). Anélise Elementar Calculada: C, 56.5; H, 4.4; N, 10.1. Anélise Elementar Encontrada: C,
56.4; H, 4.0; N, 9.6.

5.4. Sintese dos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) butanoatos de sodio

Preparou-se uma solucdo-mée de NaOH 1% em metanol (m/v) no dia do experimento.
Em um baldo pequeno, foram adicionados 0,8 mmol de acido 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-
il)butandico (1 equivalente) e 3,2 mL da solugdo-mae de NaOH 1% (1 equivalente) e deixou
sob agitacdo com barra magnética por 1 hora. Ap6s esse tempo, evaporou-se 0 metanol em
rotaevaporador e o produto foi seco durante uma hora em bomba de alto vacuo. A

recristalizacdo foi realizada em cloroférmio.

4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (a): solido branco; rendimento: 89 %;
P.F.: 225-226°C; RMN de 'H (D0, 400 MHz) &(ppm): 1,87 (q; 2H; J=7,2 Hz, 7,6 Hz; CHy);
2,15 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 2,75 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,29-7,40 (m; 3H; Haromatico); 7,61
(dd; 2H; J=7,6 Hz, 1,6 Hz; Haromatico). RMN de 3¢ (D20) &(ppm): 25,3; 28,2; 39,2; 127.8;
129,6; 131,7; 134,3; 170,0; 183,4; 184,5. I.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1545 (C=0); 1475
(C=N); 1260 (N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 56.70; H, 4.36; N, 11.02; Na, 9.04;
0,18.88. Analise Elementar Encontrada: C, 55.93; H, 4.18; N, 10,70.

4-(3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (b): sélido branco;
rendimento: 91%; P.F.: 243-244°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) &(ppm): 1,88 (q; 2H; J=7,6
Hz, 7,6 Hz; CHy); 2,17 (t; 2H; J=7,6 Hz; CHy,); 2,76 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 3,65 (s; 3H; CHj3
); 6,74 (d; 2H; J=8,8 HZ; Hawomaico); 7,46 (d; 2H; J=8,8 Hz; Haromatico)- RMN de *C (D0)
S(ppm): 25,3; 28,2; 39,2; 57.9; 116,8; 120,4; 131,3; 163,9; 169,6; 183,1; 184,4. |.V. (pastilha
de KBr) vmadecm™: 1545 (C=0); 1487 (C=N); 1259 (N-O). Analise Elementar Calculada: C,
54.93; H, 4.61; N, 9.86; Na, 8.09; O, 22.52. Anélise Elementar Encontrada: C, 53.88; H, 4.66;
N, 9.52.

4-(3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (c): so6lido branco;
rendimento: 90%; P.F.: 244-245°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) &(ppm): 1,97 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CHy); 2,21 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH,); 2,91 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,36 (d; 1H; J=
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8,8 Hz; Haromaiico); 7,46 (dd; 1H; J= 8,8 Hz, 2,0 Hz; Haomaico); 7,62 (d; 1H; J=2,0 Hz;
Haromatico)- RMN de B3¢ (D20) é(ppm): 25,3; 28,3; 39,1; 127,9; 129,0; 131,1; 133,6; 135,1;
137,7; 168,4; 184,0; 184,5. 1.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1550 (C=0); 1478 (C=N); 1258
(N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 44.61; H, 2.81; Cl, 21.95; N, 8.67; Na, 7.12; 0,14.86.
Anélise Elementar Encontrada: C, 43.77; H, 2,78; N, 8.40.

4-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butancato de sodio (d): sélido branco;
rendimento: 92%; P.F.: 285-286°C; RMN de ‘H (D20, 400 MHz) &(ppm): 1,93 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CHy); 2,19 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH,); 2,86 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,36 (d; 2H; J=
8,4 Hz; Haromatico); 7,42 (d; 2H; J= 8,4 HZ; Haromatico). RMN de **C (D,0) 8(ppm): 25,3; 28,3;
39,2; 126,8; 128,2; 131,1; 134,6; 169,4; 183,7; 184,5. I.V. (pastilha de KBr) vmsd/cm™: 1543
(C=0); 1478 (C=N); 1263 (N-O). Analise Elementar Calculada: C, 43.27; H, 3.03; Br, 23.99;
N, 8.41; Na, 6.90; O,14.41. Anélise Elementar Encontrada: C, 42.53; H, 2,98; N, 8.09.

4-(3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (e): s6lido branco; rendimento:
79%; P.F.: 243-244°C; RMN de ‘H (D,0, 400 MHz) 8(ppm): 1,99 (q; 2H; J=7,6 Hz, 7,2 Hz;
CH,); 2,21 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 2,94 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 7,97 (d; 2H; J= 8,8 Hz;
Haromatico); 8,19 (d; 2H; J= 8,8 Hz; Haromstico)- RMN de *°C (D,0) 3(ppm): 25,3; 28,3; 39,1;
126,9; 131,0; 134,4; 151,8; 169,0; 184,3; 184,6. I.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1546
(C=0); 1482 (C=N); 1257 (N-O). Analise Elementar Calculada: C, 48.17; H, 3.37; N, 14.04;
Na, 7.68; O, 26.74. Anélise Elementar Encontrada: C, 46.19; H, 3.79, N, 12.76.

4-(3-(4-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (f): solido branco; rendimento:
91%; P.F.: 246-247°C; RMN de 'H (D20, 400 MHz) 8(ppm): 1,90 (q; 2H; J= 8,0 Hz, 7,6 Hz;
CH,); 2,16 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 2,22 (s, 1H, CH3); 2,80 (t; 2H; J=8,0 Hz; CH,); 7,16 (d;
2H; J= 8,0 Hz; Haromético); 7,56 (d; 2H; J= 8,0 HZ; Haromatico). RMN de *C (D,0) 8(ppm): 23,2;
25,3; 28,2; 39,1; 125,0; 129,7; 132,3; 145,3; 170,1; 183,4; 184,6. I.V. (pastilha de KBr)
Vmadem™: 1541 (C=0); 1482 (C=N); 1330 (N-O). Anéalise Elementar Calculada: C, 58.21; H,
4.88; N, 10.44; Na, 8.57; O, 17.89. Analise Elementar Encontrada: C, 57.53, H, 4.57; N,
10.06.

4-(3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (g): sélido branco; rendimento:
83%; P.F.: 244-245°C; RMN de *H (D,0, 400 MHz) &(ppm): 1,91 (q; 2H; J= 7,6 Hz, 7,2 Hz;
CHy); 2,18 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 2,22 (s, 1H, CH3); 2,82 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH)); 7,51 - 7,24
(M; 4H; Haomatico)- RMN de 3C (D,0) 8(ppm): 23,0; 25,2; 28,2; 38,9; 126,7; 127,9; 130,1;
131,6; 135,0; 141,9; 170,2; 183,4; 184,3. I.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1541 (C=0); 1482
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(C=N); 1257 (N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 58.21; H, 4.88; N, 10.44; Na, 8.57; O,
17.89. Analise Elementar Encontrada: C, 56.58; H, 4.69; N, 9.70.

4-(3-(naftalen-1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sddio (h): sélido branco; rendimento:
79%; P.F.: 195-197°C; RMN de H (D0, 400 MHz) 8(ppm): 1,80 (q; 2H; J=7,2 Hz, 8,0 Hz;
CHy); 2,11 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 2,67 (t; 2H; J=8,0 Hz; CH,); 7,16 — 7,25 (m; 4H;
Haromatico); 7,54 (dd; 2H; J= 7,2 Hz, J= 7,6 HZ; Haomatico); 8,08 (d; 1H; J= 7,6 Hz; Haromatico)-
RMN de 3C (D,0) 8(ppm): 25,1; 28,1; 38,9; 124,9; 127.6; 127.6; 129,0; 130,0; 131,1; 131,5;
132,3; 134,4; 135,9; 170,0; 182,3; 184,2. I.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1541 (C=0); 1477
(C=N); 1257 (N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 63.16; H, 4.31; N, 9.21; Na, 7.56; O,
15.77. Anélise Elementar Encontrada: C, 60.94; H, 4.19; N, 8.68.

4-(3-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (i): solido branco;
rendimento: 90%:; P.F.: 277-278%:; RMN de *H (D,0, 400 MHz) 8(ppm): 1,95 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CHy); 2,19 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH,); 2,88 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,60 (d; 2H; J=
8,4 Hz; Haromatico); 7,79 (d; 2H; J= 8,4 HZ; Haromatico). RMN de *C (D;0) (ppm): 25,3; 28.3;
39,1; 124,9; 127,6; 128,5; 128,6; 130,1; 131,5; 134,7; 135,1; 169,3; 184,0; 184,5. L.V.
(pastilha de KBr) vmsdcm™: 1546 (C=0); 1482 (C=N); 1261 (N-O). Analise Elementar
Calculada: C, 48.46; H, 3.13; F, 17.69; N, 8.69; Na, 7.13; O, 14.90. Anélise Elementar
Encontrada: C, 46.24; H, 3,09; N, 8.34.

4-(3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (j): sélido branco; rendimento:
88%:; P.F.: 285-286°C; RMN de ‘H (D,0, 400 MHz) 8(ppm): 1,96 (q; 2H; J=7,6 Hz, 7,6 Hz;
CHy); 2,20 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 2,90 (t; 2H; J=7,6 Hz; CHy); 7,40 (d; 2H; J= 7,6 Hz;
Haromatico); 7,68 (d; 2H; J= 7,6 Hz; Haromaiico) RMN de **C (D20) 8(ppm): 25,3; 28,3; 39,1;
100,6; 127,5; 131,1; 140,8; 169,7; 183,8; 184,5. L.V. (pastilha de KBr) vms/cm™: 1541
(C=0); 1472 (C=N); 1257 (N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 37.92; H, 2.65; I, 33.39;
N, 7.37; Na, 6.05; O, 12.63. Analise Elementar Encontrada: C, 37.88; H, 2,85; N, 7.37.

4-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (k): sélido branco; rendimento:
89%:; P.F.: 277-278°C; RMN de *H (D,0, 400 MHz) &(ppm): 1,96 (q; 2H; J=7,6 Hz, 7,2 Hz;
CH,); 2,19 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy); 2,89 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 7,39 (dd; 2H; J=7,6 Hz, 2,0
Hz; Haromatico); 7,67 (dd; 2H; J= 7,6 Hz, 2,0 HZ; Haromatico). RMN de *°C (D,0) 8(ppm): 25,3;
28,3; 39,1; 126,7; 131,2; 131,8; 139,8; 169,5; 183,8; 184,6. I.V. (pastilha de KBr) vms/cm™:
1546 (C=0); 1477 (C=N); 1257 (N-O). Anélise Elementar Calculada: C, 49.93; H, 3.49; Cl,
12.28; N, 9.70; Na, 7.96; O, 16.63. Analise Elementar Encontrada: C, 48.29; H, 3.33; N, 9.23.
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4-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (I): sélido branco;
rendimento: 87%; P.F.: 257-259°C; RMN de ‘H (D20, 400 MHz) &(ppm): 1,92 (q; 2H; J=7,6
Hz, 7,2 Hz; CHy); 2,18 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH,); 2,83 (t; 2H; J=7,2 Hz; CHy,); 5,87(s, 2H,
CHy); 6,73 (d; 1H; J= 8,4 Hz; Haromatico); 7,03 (d; 1H; J= 1,6 Hz; Haomatico); 7,20 (dd; 1H; J=
8,4 Hz, 1,6 Hz; Haromatico)). RMN de *C (D,0) 8(ppm): 25.,3; 28,2; 39,1; 104,5; 109,4; 111,3;
121,7; 124)9; 150,2; 152, 5; 169,7; 183,3; 184,5. I.V. (pastilha de KBr) Vmadem™: 1546
(C=0); 1477 (C=N); 1257 (N-O) Analise Elementar Calculada: C, 52.36; H, 3.72; N, 9.39;
Na, 7.71; O, 26.82. Anélise Elementar Encontrada: C, 51.26; H, 3,70; N, 9.26.

5.5. Clonagem da HKT para expressao heteréloga

5.5.1. Coldnias de Aedes aegypti

As duas linhagens de Aedes aegypti (Reclab, origem de Recife- PE, e Rockefeller)
mantidas no insetario do CPgAM/FIOCRUZ — PE, foram utilizadas para a obtencdo do
material genético. Os adultos foram mantidos a 26 £ 1 °C, em umidade relativa de 65 a 85% e
fotoperiodo de 12:12 h dia/noite. Os adultos foram alimentados com solucéo de sacarose 10%
e as fémeas foram alimentadas artificialmente com sangue de coelhos Nova Zelandia. As
larvas foram mantidas em dgua declorada e alimentadas com racédo para gatos.

Para a realizacdo do experimento, 20 larvas em estagio L, foram coletadas, lavadas com

agua destilada e mantidas em gelo para realizar a extracdo do RNA.

5.5.2. Extracdo do RNA

O RNA das larvas foi extraido de acordo com Roméo e colaboradores.*® Amostras de
500 pL de Trizol e 200 uL de cloroférmio foram adicionados aos microtubos contendo as
larvas maceradas. O RNA foi precipitado com 300 uL de isopropanol gelado e lavado com
200 pL de etanol 75%. Depois, o sedimento foi ressuspenso com 30 pL de agua ultrapura e
estocado a -80 °C. A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria em NanoDrop® 2000
com comprimento de onda de 260 nm.

Apobs a extracdo do RNA, foi realizado o tratamento do RNA total com a enzima
rDNase |, RNase-Free (Affymetrix®) para descartar contaminantes de DNA. Assim, 4 ug (8
pL) do RNA total foram tratados com 10 U da rDNase e 1 pL do tampdo de reagdo 10x (400
mM Tris-HCI, pH 7.9, 100 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM CaCl,). Apés a incubacéo a
temperatura ambiente por 15 minutos, foi adicionado 1 pL da solucdo de término da reagéo

(50mM EDTA, pH 8.0) e incubou o microtubo a 65 °C em termociclador por 10 minutos.
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5.5.3. Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em cadeia da Polimerase (RT-PCR)

A transcrigdo reversa foi realizada com o kit Cloned AMV First-Strand Synthesis
(Invitrogen®). Para cada 5 UL do RNA tratado, foram adicionados em um microtubo 1 pL de
oligo dT 50 mM, 2 uL de dNTP 10 mM e agua ultrapura para completar o volume de reacéo
para 14 pL. A amostra foi incubada a 65 °C por 5 minutos, colocada em gelo para dar choque
término e imediatamente foram adicionados 40 U de RNase out , 4 puL do tampdo de reacdo
5x e 15 U da enzima AMV Transcriptase Reversa. A reacdo foi incubada em banho-maria a
37 °C por uma hora e apds o término, colocadas em gelo.

Aliquotas de 5 pL do cDNA recém-sintetizado foram transferidas para novos
microtubos e submetidas a PCR com o par de oligonucleotideos para ligacdo no vetor
pPGEX4Tj;, plasmideo usado para expressdo em células procaridticas (Tabela 6). Assim, 1 uL
de dNTP 10 mM, 2,5 uL de tampéo de reacdo da Platinum® Taq DNA Polimerase High
Fidelity 10x, 3 U da Platinum® Taq DNA Polimerase High Fidelity, 1 pL de cada
oligonucleotideo a 10 mM, 1 pL de MgSO, 50 mM e 13 pL de &gua ultrapura foram
adicionados ao tubo contendo o cDNA. Um controle negativo foi preparado, substituindo o
cDNA por agua ultrapura. A amplificacdo foi realizada no termociclador T3 termocycle
(BIOMETRA®) e seguiu com a primeira desnaturagdo a 94 °C por 3 min, 34 ciclos de 94 °C
por 50 seg para desnaturacdo, 60 °C por 1 min para anelamento e 72 °C por 50 seg para
extensdo. Apos os ciclos, houve a extensdo final de 72 °C por 10 min.

Tabela 6 - Oligonucleotideos desenhados a partir da sequéncia do GenBank n°
AF435806.1 para amplificacdo da proteina HKT de Aedes aegypti. As letras em negrito
indicam sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Xhol.

Oligonucleotideo Sequéncia
HKT 1F 5’-CAC GGA TCC ATG AAATTT ACC CCG CCG-3’
pGEX BamHI
HKT 1R 5’-CAC CTC GAG AAT ACGTAATCCGGATGG GTAGCT TTG-3’
pGEX Xhol

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em TBE
0,05% (Tris 8,9 mM; &cido bérico 8,9 mM; EDTA 2 mM) corado com brometo de etideo. A
eletroforese foi realizada a 120V, 100W, 100mA e 45 minutos de corrida. As bandas de

interesse foram visualizadas em transluminador com luz ultravioleta, cortadas com lamina
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estéril e purificadas com o kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE

Healthcare Life Sciences®) conforme a metodologia descrita no Kit.

5.5.4. Clonagem no pGEM-T Easy
As reacOes de PCR foram conduzidas por uma enzima capaz de inserir uma cauda de
adenina nas extremidades dos insertos amplificados. Esta extremidade possibilita a ligagdo do
inserto no vetor pPGEM-T Easy (Figura 18), que tem extremidades 3’T livres. Para a reagéo de
ligacdo foram usados 50 ng do vetor pGEM-T Easy, 55 ng do produto de PCR, 5 pL do
tampdo da T4 DNA ligase 2x, 3 U da T4 DNA ligase e &gua ultrapura. A reacdo foi incubada
a 4°C overnight.

xmnl 1994
Scal Nael
1875 2692
i1 ori 71 1 start
Apal 14
Aatll 20
W Sphl 26
Armp” BatZl 31
P pGEHR'T lacd Mool a7
Vector T 1 Sacll 46
(3000bp)
Spal 55
Matl B2
BstZl B2
Pstl 73
Sall 75
Mdel a3
) Sacl jeT
o BsiXl 103 =
Msil 112 =
126 E
T sre %
(=]

Figura 18 — Representacao esquematica do plasmideo pGEM-T Easy usado para
clonagem do gene da HKT.*’

A ligacéo foi utilizada na etapa de transformacéo quimica por choque térmico em 50 pL
de células de Escherichia coli cepa TOP 10 competentes (Invitrogen®) e 25 pL de tampdo de
transformacdo. As amostras foram homogeneizadas e mantidas em gelo por 30 minutos. Apés
esse tempo, foi dado um choque térmico de 42°C por 1 mim e em seguida, incubadas em gelo
por 2 minutos. Uma amostra de 500 pL de meio SOC foram adicionados ao microtubo e
incubado em agitador orbital a 37 °C com agitacdo de 200 rpm por 60 minutos. 100 uL das
células transformadas foram plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani) sélido contendo
ampicilina a 100 pg/mL. Além da marca de resisténcia ao antibidtico, a placa de Petri
continha uma mistura de IPTG/X-Gal utilizada para selecionar as construcfes cujo inserto

estava inserido no operon lac, causando a repressdao do gene que codifica a B-galactosidade.
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Neste sistema, as col6nias de cor branca continham o construto enquanto que as azuis néo o

continham.

Em seguida, os indculos de uma coldnia branca isolada foram preparados em 5 mL de
meio LB liquido com ampicilina a 100 pg/mL. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada e o
sedimento de celulas foi submetido a lise alcalina para liberagdo dos construtos com o Kit
QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN). As mini preparagdes foram quantificadas em
NanoDrop® 2000 e enviadas para sequenciamento automatico no sequenciador ABI PRISM
® 3100 (Applied Biosystems®) no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do
CPgAM/FIOCRUZ - PE para confirmacdo da identidade e integridade das sequéncias

clonadas.
5.5.5. Digestdo com as enzimas BamHI e Xhol

A digestdo das construgcdes plasmidiais foi realizada com as enzimas de restricdo
BamHI e Xhol (NEB®) para liberar o inserto do vetor e realizar a subclonagem deste inserto
com o vetor de expressdo. A reacdo foi realizada com 10 pL das minipreparacdes, 2 uL de
cada enzima de restri¢do, 4 pL do tampédo 3 10x (100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM
MgCl,, 100pg/ml BSA e pH 7.9 a 1x) e agua ultrapura para completar o volume de reagédo
para 40 pL. A reacdo foi incubada a 37°C por 2 horas.

5.5.6. Subclonagem no plasmideo de expressao pGEXA4T;

O inserto digerido foi purificado com o mesmo kit de purificacio de PCR e
posteriormente inserido ao vetor pGEX4Ts3, que possibilita a expressdo da proteina fusionada
com a GST. O vetor ja estava digerido com as mesmas enzimas (Figura 19). Ap6s a ligacdo
overnight nas mesmas condicdes descritas do item 5.5.4, células de E. coli cepa TOP 10®
guimiocompetentes foram transformadas com o vetor e plaqueadas em LB sélido contendo
ampicilina a 100 pg/mL. Indculos foram crescidos em LB liquido para obter a

minipreparagé@o, conforme descrito no item 5.5.4.
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Figura 19 - Vetor pGEX4Tj utilizado para subclonagem e expressdo da HKT.*®
5.5.7. Expressdo da HKT recombinante

Para expressar a HKT recombinante, células de E. coli cepa BL21 quimiocompetentes
foram transformadas com os construtos HKT1/pGEX4T3 e HKT2/pGEXAT3 e plaqueadas
em LB agar contendo ampicilina a 100 pg/mL. Inéculos de colbnias isoladas foram
preparados em 10 mL de meio LB suplementado com ampicilina 100 pg/mL, conforme
descrito no item 5.5.4. Apés 12 horas a 37 °C, o volume total do inéculo foi transferido para
400 mL de meio LB sem antibi6tico e colocado em shaker a 37°C com agitacdo de 200 rpm.
O crescimento das células foi monitorado em espectrofotometro (A = 600 nm) até O.D. de 0,5.
Ao atingir essa absorbancia, uma aliquota de 200 pL foi retirada e as células na cultura foram
induzidas a producéo protéica com IPTG a 0,1 mM durante 4 horas. Apds esse tempo, outra
aliquota de 200 pL foi retirada e ambas foram centrifugadas a 5000 g por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e os sedimentos de bactérias foram ressuspensos em 40 pL de
tampdo Laemmli 2X contendo B-mercaptoetanol cada, fervidos a 100 °C por 5 min e
submetidos a eletroforese em SDS-PAGE 10% para constatar a indu¢do. Uma aliquota ap6s a
indugdo com IPTG foi coletada e analisada em SDS-PAGE. O volume restante da cultura
induzida foi centrifugado a 4 °C, 5000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de bactérias foi ressuspensos em 20 mL de PBS 1x. As células foram submetidas a
lise em sonicador Sonics Vibra-Cell® VC 505 incubada em gelo. Ao sobrenadante, foi
adicionado 200 pL de Triton-X100, homogeneizado e centrifugado a 4 °C, 5000 g por 25

min.
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5.5.8. Purificacdo por Cromatografia de Afinidade

O sobrenadante obtido a partir da sonicacdo foi transferido para um tubo conico de 50
mL contendo 200 pL da resina Glutatione-Sepharose 4B® pré-equilibrada com 3 lavagens
com PBS 1x de 10 mL cada. A incubacdo foi realizada sob agitacdo leve a 4 °C por 1 hora.
Apbs a incubacdo, a mistura foi centrifugada a 5000 g, 4 °C por 2 min e o sobrenadante
descartado. A resina foi transferida para microtubo e lavada trés vezes com PBS 1x. O
processo de eluicdo da HKT/GST da resina de glutationa ocorreu em 500 pL de solugédo de
Glutationa Reduzida a 20 mM em Tris-HCI 100 mM pH 8 por 1 hora e posterior eluigdo em
solucdo de Glutationa Reduzida a 50 mM em Tris-HCI 100 mM pH 8 por mais 1 hora. Foram
adicionados 200 pL de PBS 1x contendo 10 % de glicerol a resina e todos os eluidos foram
estocadas a -80 °C até a sua utilizacdo. A solucdo com a proteina eluida da resina foi dialisada
com tampdo de didlise (PBS contendo Triton X-100 a 0,1 % e 5 % de glicerol). Os eluatos
foram transferidos para uma membrana de dialise e o tampdo foi trocado duas vezes, em
intervalos de 90 min. Apés a didlise, a proteina foi recuperada da membrana de dialise e
transferida para um microtubo. As proteinas foram submetidas ao SDS-PAGE 10% para
constatar a eficiéncia da purificacdo e quantificacdo da proteina. A quantificacdo foi feita por
densitometria de bandas utilizando uma curva padrdo de BSA (4, 2, 1, 0.5 e 0.25 ug da
proteina) e a HKT, através do programa Kodak MI®.

5.6. Avaliacdo da funcionalidade da HKT recombinante

O método desenvolvido foi adaptado de Han, Q. e Li, J. . As solugdes de 3-HK
(substrato aminodoador), PLP (cofator), piruvato sédico (substrato aminoaceptor) e &cido
xanturénico (produto) foram preparadas em tampéo fosfato 200 mM pH 7,0 e estocadas a -20
°C (Tabela 7).
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Tabela 7 - SolugGes preparadas em tampéo fosfato 200 mM pH 7 para realizar os ensaios
enzimaticos. *Por ter concentracao final pequena, a primeira solucdo de PLP foi diluida 10

vezes para ser ajustada ao volume de reacéo.

. Concentracéo
Substancia Massa/VVolume Volume de tampéo
(estoque)
3-HK 11,22 mg 2mL 0,025 M
PLP* 49 mg 10 mL 0,02 M
PLP final 100 pL 900 pL 0,002 M
Piruvato sodico 275 mg 10 mL 0,025 M
Acido Xanturénico 30,77 mg 5mL 0,03M

Assim, foram adicionados a um microtubo 20 pL de 3-HK, 5 pL da solucéo final de
PLP, 10 pL de piruvato sddico, 3,5 pg da HKT/GST e tampéo para um volume final de 50
uL. A reacdo foi incubada a 50 °C por 15 min e 50 pL do tampéo e 100 pL de acido férmico
foram adicionados a reacdo. A centrifugacéo foi feita a 6440 g por 5 min e o sobrenadante foi

transferido para um vial ambar.

A reacéo foi analisada por CLAE com detector UV. A separagdo foi feita com coluna
Agilent® Zorbax RX-C18 4,6x150 mm e 5 um de tamanho de particulas e fase mével 3:2
metanol/agua ultrapura em 7 minutos de corrida e fluxo de coluna de 1,0 mL/min. Uma
amostra de 20 pL da reacdo foi injetada por injetor automatico no cromatdgrafo e detectada
em comprimento de onda de 366 nm. Os reagentes e o padrdo de acido xanturénico foram
injetados em ftriplicata para a determinacdo da média e desvios-padrdo e os ensaios foram

realizados em triplicada com Unica injeg&o.

Ensaios de inibicdo

Os ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados baseados nos mesmos parametros
dos ensaios enzimaticos, exceto pela adi¢do dos inibidores preparados em tampdo fosfato 200

mM pH 7 em concentracdo final de 1 mM no volume reacional descrito.
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Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2b
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ANEXO C: Espectro de RMN de ‘H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2¢
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ANEXO D: Espectro de RMN de *C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2c
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ANEXO E: Espectro de RMN de *H (400 MHz,
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ANEXO G: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2e
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ANEXO H: Espectro de RMN de *C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2e



tarisss/Janains
Amcatra SOXEN-10
Bolicivacas M. HO0602-23
09.06.15 UFPE

Eample Name:

Data Collected on
wvariand 00 -wnmcad 00
Archive directory:

Sample directory:

riarile: NOSO0O2Z _23.1h

Fulse Sequence: PROTON (sdpul)
Bolwvent: dio
Bata collected oo Jun § 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Oparator: ricarde

Rolax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

Acqg. time 2,556 aec

wWidrh E410.3 HE

15 repetitions
OBSERVE H1, 355.7405550 MHz
BATA PROCEEEING
Line broadening| .
FT pize 33768
Total time O min

I Ao~
“ ON

ANEXO I: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2f

a

" |
— L
3 2 1
—t by
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@ O Na”

133.375
12981
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- ARA
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2 "
a J
"
m e
-] S -
Sz a 3
=
=1 i "
n 3 E
| ¢ w " a2
B ™
a |
=4 |
(] |
180 160 140 120 100 80 &0 40 20 pom
PULSE SEQUENCE | CREERVE C13, 100.5145848 | DATA PROCEZSING Ltarissa/Janaica
Feolax. delay 1.000 seg | DECOUPLE H1, 359.T4I5940 | Line broadesing 0.5 Hz Amsatra S0MN-10
Pulse 45.0 degreas | Powar 33 40 | FT size 63336 H Solicitacao H. HOGOZ-23
Aog. tims 1.285 aec | cemtimueusly on | Total time 27 minutes | 09.06.15 UFPE
Width 25510.2 Hx | WALTZ-15 modulaked i i :
T30 repetitions i Bolvent: dlo

Temp. 35.0 C f 398.1 K
. Opsrator: ricardo

ANEXO J: Espectro de RMN de *C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio 2f



Larissa/Janaine
AEsatEa SOMM-11
Splicitacas N. NOG02-24
09.06.15 UFFE

Sample Hame:o

Pata Collected ong
variand 00 -vamcsd00
Archive dirsctory:

Sampla directory:
Fidrile: NOG0Z_24.1h

Pulse Sequence: PROTON (sXpul)
Solveati: dilo
Data collected on: Jun § 2015

Teap. 25.0 € /7 298.1 K
Gperatos: ricazdo

Ralax. delay 1.000 saec
PFulse 45.0 desgrees

Aog. time 3.55%8 sec

wWidch £410.3 Hx

i# repetitions

COBEERVE K1, 155.7403850 MHz
DATA PROCESEING

dne broadening 0.5 Nz

FT pize 32768

Total time 0 =min 57| sec

N-O

| [~
|| |
— | | 3 R—
i (| [
- I I | Ij ! !
——t b — e — L A - S N
T T —T T
8 7 [ 4 3 2
14.07 15.29 2.93 1.21
14.8% 36.52 15.13

! >\/\)I\
7 O Na*

ANEXO K: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2g
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008
640
081
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737

=2

N

..... R
o D W ]
ER R nomo
b= I = - | "
‘ln

~ 1 [~ r

;

141. 048

183425
3B 914

—1708.333

—184.3323

180 160 140 120 100 g0 60 40 20 ppm

| FULEE SEQUENCE |OBEERVE €13, 1005145848 | DATA PROCESSING | Larissa/Jansina |

Ralax. delay 1.000 sec | DECOUPLE H1, 35%.T425940 | Lins broadening 2.0 Hz i Amostra SOXH-11 |
i Pulps 45.0 degress | Powar 31 dn : FT size 635316 i golicitacan N. NOGOI-24 :
| heg. time 1,205 sec ¢ continuously on ‘Total time 14 minutes H P 09,06.15 UFPE |
: width 25510.2 M= | WALTZ-16 modulated H {
| &40 repacitions i I | : Solvent: dlo |

Temp. 5.0 © F 398.1 K
| gparator) ricardo

ANEXO L: Espectro de RMN de **C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2g
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Larissa/Janaina
Amomtra SONN-12

Bolicitacac W. W0G02-25 O
09.06.15 UFPE N..- O

Sample Mams:

i

- +
pata Collecced omn N O Na
variand 00 -vnmred 0

Archive directesy:
Samgle dirsctory:

FidFile: FROTON

Fulse Segquence: FROTON (s3pul)
Solvent: dlo
pata collected onr Jun & 2015

Temp. 35.0 C / 398.1 K
Operator: ricardo

Eslax. delay 1.000 mec |
Pulpe 45.0 degreasn

Asg. times 21.556 sec

wWidth €410.3 Nz

16 repeatiticna
OBSERVE H1, 399.74p5550 M=
ODATA PROCESSTHG

Lins broadaning 0.5 Hz

FT size 32768
Total time 0 min 57 pec

|| | |
| | |
I | |
T T T T T T T T T
B8 7 [ 5 4 3 2 1 Ppm
— - . 3 L . 3 S
T.31 14.88 15.34 15.48
7.50 22.80 16.69

ANEXO M: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(naftalen-1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2h
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180 160 140 120 100 B0 &0 40 20 pRm

PULSE SEQUENGE ODSERVE C13, 100.5145848 | DATA PROCESSING : ! parises/Janaina

Ealax., delay 1.000 asc DECOUPLE M1, 399.7425940 Line broadening 2.0 Wz i | Amostra SO0XN-12

Pulos 45.0 degress Power 11 48 FT slee 5536 1 ! golicitacas M. MO602-25
Acg. time 1.28% sec continuously on Total tims 38 minutes 09.06.1% UFPE

width 25510.2 Hz WALTZ-16 modulated H

1014 repetitions i Solwent: 2o

| Temp. 35.0 C J 298.1 K
| operater: ricards

ANEXO N: Espectro de RMN de *C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(naftalen-1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2h



e N-O 0

EBolicitacac M. HO602-26
09.06.15 UFPE ! w
O'Na'

Fample Namoi N

Data Collected on:
wariand0=-vrarad0D

Archive directory: F C

gampls dirsctory:
Fidrile: PROTON

Pulea Sequance: PROTON (slpul)
Solvent: dioc
Data collected om: Jun § 2015

Te=p. 25.0 C / 198.1 K
Oparator: rigarda

Relax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degreas

Aog. tims 2,536 sec

width #410.3 Hs

1§ repatitions
OREERVE M1, 399.T405950 mEs
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT aize 321768
Total tima 0 min 57 sec

L A L. I — L
T T T
B 7 [ 5 4 3 2 1 o ppm
19.13 20,328 ;m_l?a
19.61 I0.31

ANEXO O: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2i



130,145
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180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
PULEE SEQUENCE QBG“\"I C13, 100,.5145848 | DATA PROCESSING . Larigsa/Janaina
Relax. dalay 1.000 sec | BECOUPLE W1, 399.7425340 Line broadening 2.0 Hz H Amcatra SOXN-13
Fulse 45.0 degreen ! Power 331 4B FT size 65536 H

! Bolicitacac W. WOSO0Z-36

Aog. time 1.20% mec ! continucusly on [ Total tims 18 minutes | 09.06.1% UFFE

wWidth 25510.32 M= WALTZ-16 modulated

1024 repatitiens | Bolvent: dlo

| Temp. 25.0 © f 298.1 K
| Oparator) ricards

ANEXO P: Espectro de RMN de **C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio 2i
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Larissa/Janaina
ARGELTA BOXN-14 O

Solicitaces M. WOE02-27 O

09.06.15 uUreE N -

Sample Hame: Ji

Data Collactad on: N
wariand00-vamrad400

Archive dirsctory:

Sample directory: I

ridrile: PROTON

Pulpe Sequence: PROTON (alpul]

Solvent: dlo
Datsa collsctsd on: Jum 9§ 31015

Tamp. 15.0 C 7 2981 K |
Oparator: ricardo |

Felax. delay 1.000 sec |
Fulse 45.0 degroes

hog. time 2.5%6 meo |
width 6410.3 Hz |
16 repetitions

onsERVE Wi, 390.7405954 pors |
DATA PROCESSING [
Line broadening 0.5 Sz

FT size 32768

Total time 0 min 57 ses

1} |

e J: (AN _.__-",1"' T | I_J 1 -
T T
9 B 7 & 5 4 3 2 1 pom
19.03 30.53 20.63
19.31 20.51

ANEXO Q: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio 2j
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— 140 .803
——131.106

35.131
~ 20 .381

——183.766
=127 .504

184 .548

169.747
~100.582

|
|

FULEE SEQUENCE | OBSERVE CL13, 100.5145B848 DATA PFROCESSING Larissa/Janaina

Relaw. delay 1.000 meo | ECOUPLE H1, 399.7415340 Line brosdsning 2.0 Hz | Amostra BOXM-14

Fulsa 45.0 degreas . Powaes 313 4B T aize §35534 . Belicitacas W. HOE02-27
Acg. time 1.285 sec ¢ eeatiaucusly oa Total time 3§ minutes i 0@.06.15 UFFE

Wideh 25510.2 H ¢ OWALTE-16 modulated H

1024 repetitions | Bolvent: dio

| Temp., 35.0 C / I90.1 K
| Opearater: ricards

ANEXO R: Espectro de RMN de **C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2j



Larizsa/Janaina N,O O

Amcatra SOXN-15
Sslicitacas W, HOS02-28 ’.l
10.06.15 UFPE o
O Na*

Sample NHanae: N

Data Collscted on:
variand00-vomrsd 00

Archive directoxy:s CI

Sample directory:
FidFile: FROTON

Fulse Seguence: FROTON {(sipual)
Solvent: dlo
Data collected omy Jum 10 3013

Tamp. 25.0 € F 3%8.1 K
Operator! ricardeo

Holax, delay 1.000 sec
Pules 45.0 degrees
Asg, time 2.556 sec
Width 6410.3 H=

16 repetitions

OBZERVE

CATA PROCEEETHG
11788
Total tims 0 min 57 sec

FT siza

H1, 399.740391% MHz

ANEXO S:

Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2k

82



" o
oW
=
G Cl
nom
213 -
n
o A n
I -
| -
=3 - |
[ = - |
-] '
. -
| = LI
I - |
| 1
I |
" | [
& - (—
= - | o=\
L] w |
- b - I
- - o 3 |
L[ @ E |J i
1| Y - |
A | 11
|
Il
|
............ R B e e IR — S .
180 160 140 120 100 BO &0 40 20 PR
PULSE SEQUENCE | GBEERVE C13, 100.5145848 | DATA PROCESSING | tarissa/Jansina
Rolax. delsy 1.000 sec | DECOUPLE H1, 155.7425040 ! Lines brosdsmimg 2.0 Hz | Amostra SOXN-1%
Pules 45.0 degrees | Power 33 4B L FT size 63336 | | Bolicitacac M., HOS02-28
Aog. time 1.285 sec | ceatinucusly oo | Total time 3§ mioutes i | 10.06.15 UFPE
Widek 25510.2 H= | WALTZ-16 modulated ; | i
1024 repatitions H H H ! Solvent: dio

| Temp. 25.0 € / 200.1 K
. oparater; sicards

ANEXO T: Espectro de RMN de **C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2k
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Larissa/Jannina
Amoatrs SOXH-17
Solicitacas W. MOEOZ-29
10.06.1% UFFE

Sample Kaze;

Data Collected om:
variand)0-vamesd00
Archive directory:

Sample directory:r
Fidrile: FROTON

FPulse Segquance: PROTON (s2pul)
Solvent: dio

Data ¢sllectsd on: Jus 10 2015

Tamg. 25.0 € F 208.1 K
Cparator: ricards

Ralaw., dalay 1.000 sec
fulas 45.0 dagraen

Acg. tims 2.556 oo

wWidth £410.3 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 399.740891% Mux
DATA FROCEGEING
FT siae 33768
Total tims 0 min 57 sec

.

-
S - S  N——
T T T T
a8 7 &
L T - T
§.43 9.10
7.80 18.40

ANEXO U: Espectro de RMN de *H (400 MHz, D,0) do 4-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2l
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FULSE SEQUENCE U“m‘d’l i), 100.5145848 DATR FROCESSING Larises/Janainn
Ealax. delay 1.000 sec DECOUPLE Wi, 399,.7435840 Line broadening 3.0 H=z | Amostra SO0XN-17
Pulss 45.0 deyreas ! Power 33 4B T slea 65536 ! solicitacas M. WNOG603-29
Ahog. time 1.283 sec ! continuously on Total time 38 minutes i 10.06.15 UFFE

Width 25510.2 Hz WALTZ- 16 modulated -
1024 repestiticne ' | Solvent: d2o

[ Temp. 15.0 C / I98.1 K
! oparator: ricardo

ANEXO V: Espectro de RMN de **C (400 MHz, D,0) do 4-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio 2l
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