UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

e~
ne>-
[ ]2

o CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
] .3' DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL
S PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

UNIVERSIDADE
FEDERAL
DE PERNAMBUCO

LARISSA GONCALVES MACIEL

A ENZIMA 3-HIDROXI-QUINURENINA TRANSAMINASE DE AEDES AEGYPTI
COMO ALVO DE 1,2,4- OXADIAZOIS

Recife

2020



LARISSA GONCALVES MACIEL

A ENZIMA 3-HIDROXI-QUINURENINA TRANSAMINASE DE AEDES AEGYPTI
COMO ALVO DE 1,2,4- OXADIAZOIS

Tese apresentada ao Programa de Po&s-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Pernambuco como parte dos
requisitos a obten¢ao do titulo de Doutora em
Quimica.

Area de concentracdo: Quimica Organica

Orientadoras: Prof®. Thereza Amélia Soares Da Silva

Prof®. Janaina Versiani Dos Anjos

Recife

2020



Catalogagédo na fonte
Bibliotecaria Arabelly Ascoli CRB4-2068

M152e

Maciel, Larissa Gongalves
A enzima 3-hidréxi-quinurenina transaminase de Aedes

Aegypti como alvo de 1,2,4-oxadiazdis / Larissa Gongalves
Maciel. — 2020.

187 f.: il. fig., tab.

Orientadoras: Thereza Amélia Soares da Silva, Janaina
Versiani dos Anjos

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco.
CCEN. Quimica. Recife, 2020.
Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Expressdo heterdloga de proteinas. 2. Cristalografia de
proteinas. 3. Inibigdo enzimatica. I. Silva, Thereza Amélia Soares

da (orientadora). Il. Anjos, Janaina Versiani dos (orientadora). Ill.
Titulo.

547 CDD (22. ed.) UFPE-CCEN 2020-84




LARISSA GONCALVES MACIEL

A ENZIMA 3-HIDROXI-QUINURENINA TRANSAMINASE DE AEDES
AEGYPTI COMO ALVO DE 1,2,4 - OXADIAZOIS

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduacao no Departamento de
Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Quimica.

Aprovada em: 17/04/2020

BANCA EXAMINADORA

Participacao via Videoconferéncia

Profa. Thereza Amélia Soares da Silva (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Quimica Fundamental

Participacdo via Videoconferéncia
Prof. Christian Robson de Souza Reis
Instituto Aggeu Magalhaes
Fundacao Oswaldo Cruz

Participacao via Videoconferéncia
Profa. Marcia Silva do Nascimento
Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Antibidticos

Participacao via Videoconferéncia
Prof. Severino Alves Janior
Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Quimica Fundamental

Participacdo via Videoconferéncia
Prof. Ronaldo Nascimento de Oliveira
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Departamento de Quimica



Dedico este trabalho as minhas avos Maria (em
memoria) e Eunice por serem meus exemplos

de mulheres fortes e independentes.

Aos meus pais, por me ensinarem que O

conhecimento € o bem mais valioso.



AGRADECIMENTOS

Sou grata primeiramente as minhas orientadoras Thereza e Janaina por todo o suporte na minha
trajetoria na pos-graduacao. Desde o mestrado, vocé€s foram muito solicitas a todos os meus
questionamentos e duvidas e sempre acreditaram em mim (as vezes até mais do que eu mesma!).
Vocés sao mulheres e cientistas incriveis € sou muito grata por ter convivido com vocés durante

todo esse tempo.

Agradeco também as doutoras Maria Helena Neves e Tatiany Romao pela colaboragdo e todos
os ensinamentos. As discussdes que tivemos durante esses anos foram muito importantes para
a minha formacao. Aos amigos do Laboratorio de Entomologia, e principalmente Tati Rezende,
Suzany, Nathaly, Karine e Elisama pelo companheirismo e discussdo nos experimentos

realizados no laboratorio.

Ao professor Rafael Guido e doutor Andrew Oliveira, sou grata por terem me recebido tdo bem
em Sao Carlos e por todo o suporte e ensinamentos durante o ano que estive na USP. Aos
amigos do Laboratério de Cristalografia de Proteinas do IFSC-USP, principalmente Ketllyn,
Guilherme, Nathalya, Naiara, Fernando Maluf, Fernando Bachega, Anténio, Katarina, Evandro

e Amanda, que tornaram a minha experiéncia em Sao Carlos muito mais leve e acolhedora.

Aos amigos do Departamento de Quimica Fundamental, principalmente Michael, Andresa,

Fred, Gabriel, Ilaria e Sidney, vocés tornaram a minha jornada muito mais divertida.

Aos meus pais Eliane e Eden, minha “boadrasta” Sandra e meus irmaos Diogo e Gabriel, pelo
incentivo de sempre buscar os meus sonhos. Ao meu namorado Danilo, por torcer tanto pelo
meu sucesso € por me ajudar a manter a minha sanidade mental nesse ultimo ano. Vocé ¢ um

companheiro maravilhoso.

Sou grata a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a minha formacao profissional

e pessoal.

Aos funcionarios e técnicos do Departamento de Quimica Fundamental, Instituto Aggeu
Magalhdes — FIOCRUZ/PE e Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP pelo suporte.

Ao CNPq e BioMol - CAPES pelo auxilio financeiro.



“Oh yes, the past can hurt. But the way I see
it, you can either run from it, or learn from it.”

(THE LION, 1994)



RESUMO

O mosquito Aedes aegypti ¢ o vetor de arboviroses como a dengue e a febre Zika,
doengas que acometem uma grande quantidade de pessoas principalmente em areas tropicais.
O controle quimico ¢ a principal estratégia atual para a diminui¢do populacional do mosquito,
apesar de induzir mecanismos de resisténcia a longo prazo nos insetos. Em muitos casos, os
alvos destes inseticidas sdo vias bioquimicas importantes para o vetor, que uma vez alteradas,
encerram o ciclo de vida dos mosquitos. Uma dessas vias em mosquitos ¢ a via das
quinureninas, que culmina com a transformagao da 3-hidréxi-quinurenina em acido xanturénico
pela enzima 3-hidroxi-quinurenina transaminase (HKT). Trabalhos prévios do nosso grupo
mostraram que compostos contendo o nucleo do 1,2,4-oxadiazol apresentam atividade larvicida
com evidéncias de que estas moléculas sdo provaveis inibidoras da HKT. Para provar esta
hipdtese, decidimos investigar o potencial da HKT como alvo molecular de derivados 1,2,4-
oxadiazolicos. Para este fim, a HKT de Aedes aegypti (AeHKT) foi expressa em Escherichia
coli e sua estrutura 3D foi determinada por cristalografia de macromoléculas com difragao de
raios X. A clonagem, expressao heterologa e purificacdo da HKT apresentou um rendimento
maximo de 150 mg por litro de cultura. A triagem de mais de 1000 condi¢des de cristalizagao
resultou na coleta de 16 conjuntos de dados provenientes de cristais da HKT de duas linhagens
de Aedes aegypti, RecLab (RL_AeHKT) e Rockefeller (R_AeHKT). Problemas com cristais
geminados tornaram dificeis o processamento e refinamento do conjunto de dados, mas a
determinagdo da estrutura da RL_ AEHKT em resolugdo méaxima de 2,5 A foi finalizada e esta
disponivel no Banco de Dados de Proteinas. Para avaliar o perfil cinético da HKT e a atividade
inibitoria dos 1,2,4-oxadiazdis, foi desenvolvida uma metodologia baseada na deteccdo do
complexo 4cido xanturénico-Fe** em 570 nm, tornando o ensaio mais répido e de baixo custo.
Deste modo, HKT expressa em bactéria exibiu uma constante de Michaelis-Menten de 3,3 mM
e eficiéncia catalitica de 149 min'.mM™', sendo estes valores similares aos descritos na
literatura. A série de onze sais organicos derivados de 1,2,4-oxadiazois foi testada e seus valores
de Clso variaram entre 42 ¢ 294 uM, se comportando como inibidores nao-competitivos. A
constante de inibicao (Ki) do composto candnico desta série foi estimada em 360 uM, valor
bem proximo ao Kjdescrito para o inibidor cocristalizado da HKT de Anopheles gambiae (300
uM). Desta maneira, foi confirmado que os derivados 1,2,4-oxadiazolicos sdo inibidores da
enzima HKT. Esta primeira série de inibidores da AeHKT servira de modelo para o
desenvolvimento de inibidores mais potentes para a HKT. A elucidagdo do modo de ligacao
destes compostos estd sendo realizada por simulagdes computacionais visando a identificagao
de grupos funcionais importantes para o aumento a atividade inibitdria em relagao a HKT.

Palavras-chave: Expressdo heterdloga de proteinas. Cristalografia de proteinas. Inibigdo
enzimatica.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector of arboviruses such as dengue and Zika fever,
diseases that affect many people mostly in tropical areas. The chemical control is the main
current strategy to decrease mosquito population, despite the induction of long-term resistance
mechanisms in the insects. In many cases, the targets of these insecticides are important
biochemical pathways for the vector, which, once changed, finish the life cycle of the
mosquitoes. One of these pathways in mosquitoes is the kynurenine pathway, which culminates
in the transformation of 3-hydroxykynurenine to xanthurenic acid by the enzyme 3-
hydroxykynurenine transaminase (HKT). Previous works from our group showed that
compounds containing the 1,2,4-oxadiazolic nucleus show larvicidal activity with evidences
that these molecules are probable HKT inhibitors. To prove this hypothesis, we decided to
investigate the HKT potential as molecular target of 1,2,4-oxadiazoles derivatives. Towards
this end, the HKT from Aedes aegypti was expressed in Escherichia coli and its 3D structure
was determined by macromolecular crystallography through X-ray diffraction. The HKT
cloning, heterologous expression and purification showed a maximum yield of 150 mg per liter
of culture. The screening of more than 1000 crystallization conditions produced the collection
of 16 datasets from HKT crystals of two Aedes aegypti lineages, RecLab (RL_AeHKT) and
Rockefeller (R_AeHKT). Problems of twinned crystals became difficult the processing and
refinement of the datasets, but the determination of RL_AeHKT structure was finished and it
is available in Protein Data Bank. To access the HKT kinetic profile and 1,2,4-oxadiazoles
inhibitory activity, a methodology was developed based on the detection of the complex
xanthurenic acid-Fe*" in 570 nm, making the fast and low-cost assay. Thus, the HKT expressed
in bacteria exhibited a Michaelis-Menten constant of 3.3 mM and catalytic efficiency of 149
min"'.mM!, which are similar values to those described in the literature. The series of eleven
organic salts 1,2,4-oxadiazole derivatives was tested and their ICso values ranged between 42
and 294 puM, behaving as noncompetitive inhibitors. The inhibition constant (Kj) of the
canonical compound from this series was estimated in 360 uM, very close value of the Ki
described to the cocrystallized inhibitor of HKT from Anopheles gambiae (300 uM). Therefore,
it was confirmed that the 1,2,4-oxadiazole derivatives are inhibitors of the enzyme HKT. This
first series of AeHKT inhibitors will serve as model for the development of more potent HKT
inhibitors. The elucidation of the binding mode of these compounds is being carried out by
computational simulations aiming the identification of critical functional groups to improve the
inhibitory activity towards HKT.

Keywords: Heterologous protein expression. Protein crystallography. Enzymatic inhibition.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIROSES TRANSMITIDAS PELO Aedes aegypti

Arboviroses sdo doencas causadas por virus transmitidos por artrépodes e capazes de
se multiplicar neste hospedeiro. As fémeas de mosquitos transmissores de arboviroses sao
hematofagas, pois precisam de sangue para maturagdo de seus ovos. Por esta razdo, a fémea
infectada transmite os virus durante o repasto sanguineo (CLEMENTS, 1992). Virias
arboviroses ja foram relatadas no Brasil, entre elas as doencas causadas pelos virus da febre
amarela, dengue, febre chikungunya e Zika (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; LIMA-
CAMARA, 2016). Os surtos de febre amarela urbana no Brasil (quando o virus ¢ transmitido
pelo mosquito Aedes aegypti) tforam erradicados desde 1942 com a distribui¢ao da vacina pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) (FERREIRA et al., 2011). Contudo, em 2017 um novo surto da
doenga na forma silvestre (virus transmitido pelo mosquito Haemagogus) foi relatado nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia e Espirito Santo (SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2017).

As doengas causadas pelos virus da dengue (DENV), Zika (ZIKV) e febre
chikungunya (CHIKV) estdo entre as principais preocupacdes emergenciais no pais € no mundo
(CALLENDER, 2019; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017, SUKHRALIA et al., 2019;
WEAVER; REISEN, 2010). Os primeiros relatos do virus da dengue no Brasil foram
divulgados em 1917, mas os virus ZIKV e CHIKV foram primeiramente detectados no Brasil
em 2015 e 2014, respectivamente. Atengdo deve ser dada as complicacdes causadas por estas
doengas, como a sindrome congénita do Zika presente em nascituros de gravidas infectadas
pelo ZIKV e fortes dores articulares por longos periodos em infectados por CHIKV (MENESES
etal., 2017; PLATT; MINER, 2017).

1.2 O MOSQUITO Aedes aegypti

O vetor dessas arboviroses ¢ o mosquito Aedes aegypti. Ele € de origem africana e vem
se espalhando em regides tropicais e subtropicais desde o século XVI (KUNO, 2010). O
mosquito pertence a familia Culicidae e ¢ facilmente adaptdvel a ambientes urbanos,
proliferando-se em quaisquer locais com agua parada e vasta op¢do 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 1). Este possui héabitos diurnos, tanto para o repasto



22

sanguineo quanto para a postura dos ovos (CLEMENTS, 1992; POWELL; TABACHNICK,
2013).

Figura 1 - Ciclo biologico do mosquito Aedes aegypti compreendido pela fase ovo, quatro estagios larvais, a
fase pupa e a emersdao do mosquito adulto.
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Fonte: Adaptado de: https://dengue.cecom.unicamp.br/?page id=215.

1.3 ESTRATEGIAS PARA O CONTROLE DA DISSEMINACAO DE ARBOVIROSES

O aumento crescente dos casos de doengas causadas por essas arboviroses impulsiona
a diminuicao da multiplicacdo ou a transmissdo dos virus. O desenvolvimento de vacinas ¢ uma
das formas de reduzir o nimero de casos, como ¢é preconizado para a febre amarela. Contudo,
este ¢ um método caro, de longo prazo e especifico para cada virus, sendo necessario o
desenvolvimento de vacinas para todos os arbovirus e subtipos (dengue subtipos I-IV) (METZ;

PIJLMAN, 2011; OYSTON; ROBINSON, 2012).

Outra maneira de conter a transmissao das arboviroses ¢ o controle populacional do
mosquito, em que a reducdo dos casos devera ser simultanea para todos os virus em circulacao.
Por ter sua fase larval delimitada geograficamente no criadouro, a interrup¢ao do ciclo de vida
desses individuos se torna mais acessivel. Portanto, o controle mais efetivo da transmissao e
propagacao das arboviroses ¢ por meio do uso de inseticidas (ZARA et al., 2016). Os inseticidas

mais utilizados no controle de vetores podem ser classificados em inseticidas de origem vegetal,
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inseticidas quimicos (inorganicos e organicos) e inseticidas biologicos. Estes também podem
ser divididos em larvicidas e adulticidas, ou seja, substancias que matam o inseto na fase

ovo/larval e adulta, respectivamente (ZARA et al., 2016).

O controle quimico ¢ uma das formas mais utilizadas de controle de vetores em Saude
Publica. 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

piretréides (Figura 2) (BRAGA; VALLE, 2007a).

Figura 2 - Estrutura dos inseticidas quimicos mais usados e suas classes.

Fonte: Extraido de BRAGA; VALLE, 2007a.

O uso continuo de inseticidas tem provocado resisténcia aos insetos. A resisténcia ja
foi detectada para todas as classes de inseticidas usados no Brasil, provocando o aumento de
doengas transmitidas por vetores (BRAGA; VALLE, 2007a). Os inseticidas temefos (larvicida)
e deltametrina (adulticida) mais usados em todo o territorio nacional ja provocaram a resisténcia
ao mosquito Aedes aegypti nas cinco regides do Brasil. Atengao deve ser dada a regido nordeste
que apresenta os mais altos niveis de resisténcia a temefos do Brasil (RR9s>100 encontrado em

20% dos casos de resisténcia) (VALLE et al., 2019).

Existem quatro principais mecanismos de resisténcia que os mosquitos podem
desenvolver: resisténcia metabolica, por mutacdo, por penetracdo e comportamental (Tabela 1)

(BRAGA; VALLE, 2007a; LIU, 2015).
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Tabela 1 - Mecanismos de resisténcia que os insetos podem desenvolver em contato com inseticidas.

Mecanismo de resisténcia Reacdo/Efeito

Metabdlica Superexpressdao de genes que codificam enzimas de
detoxificagdo (ex. Glutationa-S-transferases)
Mutagdo Modificagdes na sequéncia do gene que codifica a
proteina alvo do inseticida, causando a diminuigdo da
afinidade da molécula pelo alvo
Penetragdo Desenvolvimento de barreiras na cuticula do inseto,
impedindo a entrada desses inseticidas no corpo do
mosquito
Comportamental Reconhecimento e evasdo da populagdo de mosquitos
a area exposta ao inseticida
Fonte: A autora (2020).

Esses mecanismos de resisténcia, quando desenvolvidos, sdo observados apos algumas
geragdes a partir do primeiro individuo exposto. Em mosquitos vetores, os mecanismos mais
observados sdo a resisténcia metabolica e por mutagdo. A superexpressao ou mutacao de genes
que codificam as enzimas de detoxificacdo Glutationa-S-transferases e Esterases ja foi
detectada em varios estudos de diversas partes do mundo (GOINDIN et al., 2017; HELVECIO
etal.,2019; LEONG et al., 2019).

Para uso imediato, ¢ necessario o desenvolvimento de inseticidas com modo de agao
distinto dos existentes no mercado, com maior especificidade e menor toxicidade. Isso inclui a
descoberta de novos alvos moleculares, como enzimas de detoxificacdo ou reguladores de
crescimento dos insetos. Contudo, isso ndo exime a necessidade de monitoramento € contorno
da resisténcia que pode ser desenvolvida devido a exposi¢ao aos atuais € novos inseticidas ou

desenvolvimento de novas estratégias de controle vetorial (BRAGA; VALLE, 2007b).

1.4 A VIA DAS QUINURENINAS

A via das quinureninas € uma das vias metabodlicas mais importantes na detoxificacdo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Esta ¢ a maior via de catabolismo do triptofano
nos organismos vivos, em que o triptofano ¢ oxidado a acido quinolinico, 4cido quinurénico ou
ainda a 4acido xanturénico, dependendo do organismo vivo estudado (Esquema 1) (CHEN,
Yiquan; GUILLEMIN, 2009; LI, Jianyong; LI, 1997; MITTAL, 2015). Em humanos, o 4acido
quinolinico estd envolvido na sintese de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NAD",

coenzima necessaria na respiragao celular) (SCHWARCZ, 2004).
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Esquema 1 - Via das quinureninas em mosquitos. TDO: triptofano dioxigenase; KFM: quinurenina
formamidase; KMO: quinurenina monooxigenase; KAT: quinurenina aminotransferase e HKT: 3-hidroxi-
quinurenina transaminase com o seu cofator piridoxal-5-fosfato (PLP).

Fonte: Adaptado de HAN; BEERNTSEN; LI, 2007.

O intermediario da via das quinureninas em estudo neste trabalho ¢ a 3-hidréxi-
quinurenina (3-HK). Esta substancia, quando presente em quantidades maiores que as normais
em humanos, esta relacionada a doencas como esquizofrenia, mal de Parkinson e Alzheimer
(LEIPNITZ et al., 2007, MADDISON; GIORGINI, 2015; MITTAL, 2015). A 3-HK tem sido
associada ao estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (ou radicais livres)
(GILES et al., 2003; VAZQUEZ et al., 2000). Em mosquitos, a 3-HK ¢ produzida a partir da
quinurenina e leva a formagao irreversivel do dcido xanturénico (AX). Este 4acido ¢ sintetizado
por uma reagao irreversivel catalisada pela enzima 3-hidroxi-quinurenina transaminase (HKT).
O AX ¢ estavel e atoxico para insetos, sugerindo que esta ¢ uma reacao de detoxificagdo da 3-

HK em mosquitos (HAN; BEERNTSEN; LI, 2007; HAN; FANG; LI, 2002; HAN; LI, 2002).

Pesquisadores concluiram em estudos com Anopheles spp. que o acido xanturénico ¢é
essencial na reprodu¢do sexual do Plasmodium falciparum no vetor (GARCIA et al., 1998).
Assim, a inibi¢do desta reagdo na via das quinureninas podera gerar o acimulo de 3-HK e
diminuir a formagao do acido xanturénico. Isso seria nocivo ao metabolismo nao s6 do Aedes
aegypti, mas também a mosquitos do género Anopheles, vetores da malaria (ROSSI et al.,

2005). Portanto, a inibi¢do da conversdo enzimatica da 3-HK em acido xanturénico na via das
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quinureninas ¢ uma atrativa estratégia de controle populacional dos mosquitos Aedes aegypti e

Anopheles ssp. por meio do acumulo de 3-HK.

1.5 A ENZIMA 3-HIDROXI-QUINURENINA TRANSAMINASE

A enzima HKT ¢ uma aminotransferase dependente de piridoxal-5-fosfato (PLP) e
requer dois tipos de substratos para realizagdo da catalise: um amino doador e um amino
aceptor. Esta enzima apresenta o substrato amino doador 3-HK como substrato primario,
gerando o AX como um de seus produtos (LI, J.; LI, 1998). O segundo produto ¢ o aminoacido
correspondente ao substrato amino aceptor (Figura 3).

Figura 3 - Reacdo de transaminagdo da enzima HKT com seus substratos amino doador 3-HK e amino aceptor
piruvato, gerando os respectivos produtos acido xanturénico e alanina.
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Fonte: A autora (2020).

A enzima HKT de Aedes aegypti foi primeiramente reportada na literatura em 1997
por Li J. e Li G. (LI, Jianyong; LI, 1997). Eles identificaram o acido xanturénico como o
composto eletroquimicamente ativo mais abundante em extratos larvais e a partir disso,
descobriram uma transaminase que apresenta maior afinidade a 3-HK do que por L-quinurenina
(LI, Jianyong; LI, 1997). Em seguida, os autores desenvolveram uma metodologia utilizando
HPLC-ED para confirmar a conversao do 3-HK em AX. Para isto, foram preparados extratos
larvais proteicos e apos a incubagao com 3-HK, o substrato amino aceptor piruvato e o cofator

PLP, detectou-se a presenca do AX.

A investigagdo do papel desta reacdo mediada pela HKT para o mosquito veio nos
anos seguintes. Em 1999, foi observada a importancia da 3-HK na sintese de omocromos
(substancias responsaveis pela coloracdo de olhos e asas em insetos) (LI, J.; BEERNTSEN;

JAMES, 1999). Além disso, a quantificagdo do AX nos diferentes estagios de vida do mosquito
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evidenciou a superexpressao da HKT nos estagios de ovo e larva, enquanto nas fases pupa e

mosquito adulto este metabdlito foi pouco detectado (LI, Jianyong; LI, 1997).

Para caracterizar esta nova enzima, Han e colaboradores extrairam a enzima nativa de
larvas do mosquito, determinaram a sequéncia de aminoacidos e a partir disto, obtiveram o
cDNA que codifica a HKT (HAN; FANG:; LI, 2002). Esta enzima nativa e outra recombinante
expressa em células de inseto Sf9 (mas proveniente do gene obtido a partir da enzima nativa)
foram caracterizadas em relacao a diferentes substratos amino doadores (3-HK, L-quinurenina,

D,L-quinurenina e alanina) e substratos amino aceptores (piruvato, glioxilato, entre outros)
(HAN; FANG; LI, 2002; HAN; LI, 2002).

Han e colaboradores observaram que a 3-hidroxi-quinurenina transaminase de Aedes
aegypti (AeHKT) tem duas fungdes: realizar a reagdo de transaminacdo da 3-HK ao acido
xanturénico e do glioxilato a glicina (HAN; LI, 2002). Por causa desta segunda atividade da
AeHKT, esta enzima também foi classificada como uma alanina-glioxilato transaminase
(AGT), apesar de ja existir uma enzima alanina-glioxilato transaminase de Aedes aegypti
(AeAGT) reportada. Entretanto, somente a AeHKT consegue metabolizar a 3-HK. Estas duas
enzimas apresentam 51% de identidade em suas sequéncias de aminoacidos. Em humanos,
existe uma enzima responsavel pela conversiao do 3-HK em AX: a quinurenina transaminase 11
(KAT II). Contudo, esta enzima apresenta pouca similaridade com a HKT por apresentar
afinidade por outros substratos amino aceptores e baixa identidade sequencial (HAN; FANG;
LI, 2002). A estrutura cristalografica da KAT II foi determinada e sua sequéncia de aminoacidos
compartilha apenas 21% de identidade com a AeHKT (ROSSI et al., 2008).

Em 2005, Rossi e colaboradores reportaram a expressdo heteréloga da HKT de
Anopheles gambiae (AgHKT) e realizaram a caracterizacao cinética desta enzima com detec¢ao
por HLPC-UV (ROSSI et al., 2005). A AeHKT e a AgHKT sao homologas e possuem 79% de
identidade entre suas sequéncias. As estruturas cristalograficas da holoenzima AgHKT e em
complexo com o inibidor 4cido 4-(2-aminofenil)-4-oxobutirico (4-OB) estdo disponiveis no
Banco de Dados de Proteinas (PDB 2CH1 e 2CH2). O 4-OB apresenta constante de inibigdo
(Ky) igual a 300 uM e os residuos envolvidos no seu reconhecimento no sitio ativo da AgHKT

estdo totalmente conservados na AeHKT: Gly*, Ser*’ e Arg®*® (Figura 4).
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Figura 4 - A enzima HKT de Anopheles gambiae em complexo com o inibidor cocristalizado 4-OB.
Visualizag@o aproximada do sitio ativo da HKT, mostrando os principais residuos envolvidos no reconhecimento
do inibidor.
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Fonte: Extraido de OLIVEIRA, et al., 2013.

O inibidor 4-OB cocristalizado com a AgHKT ¢ uma molécula similar ao substrato
natural da enzima, exceto pela auséncia do grupo hidroxila em C-9 e uma fun¢do amina em C-
2, ndo sofrendo transaminag¢do como a 3-HK (ROSSI et al., 2006). Sua estrutura ¢ analoga aos
acidos contendo um ntcleo 1,2,4-oxadiazol por sua cadeia acida, presenca e localiza¢do dos

atomos de nitrogénio e oxigénio na molécula (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica do 4-OB, o inibidor cocristalizado com a AgHKT e o esqueleto dos acidos 1,2,4-
oxadiazolicos sintetizados pelo nosso grupo. Somente os atomos de carbono foram enumerados em ambas

moléculas.
9 8 N\O e}
; &/
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Acido 4-(2-aminofenil)-4-oxobutirico (4-OB) Acido 1,2,4-oxadiazolico

Fonte: Adaptado de ROSSI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013.

Os 1,2,4-oxadiaz6is sdo conhecidos por sua resisténcia a hidrélise e por serem
bioisosteros de ésteres e amidas, tornando-o um ntcleo atrativo para aplicagdes em quimica
medicinal (BORA et al., 2014). Além disso, o nucleo heterociclico € passivel de realizar varias

interagdes intermoleculares como interagdes n-n € dipolo-dipolo.

1.6 COMPOSTOS CONTENDO O NUCLEO 1,2,4-OXADIAZOL COMO PROVAVEIS
INIBIDORES DA AeHKT

Por causa da semelhanga estrutural com o inibidor cristalografico, os derivados de
oxadiazol foram testados por nosso grupo de pesquisa como provaveis inibidores da AeHKT.
Num primeiro momento, foram realizados estudos de Docking Molecular usando varias séries
de compostos sintetizados em laboratdrio. A partir destes resultados, foram realizados ensaios

in vivo destes compostos em larvas de Aedes aegypti (OLIVEIRA et al., 2013).

Diferentes alteragdes de substituintes no anel aromatico 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, que pode ser devido ao aumento do tamanho da
cadeia lateral e da mudanca de funcao de acido para éster, o que confere maior lipofilicidade,
facilitando a entrada da molécula no tecido larval. Nao foram observadas grandes diferencas na
atividade com relacdo a mudanca no anel aromatico nos calculos computacionais, mas acidos
e ésteres contendo substituintes halogenados no anel aroméatico mostraram os menores valores
de CLso (concentragdo da substancia em que provoca a morte de 50% dos individuos expostos)
(OLIVEIRA et al.,2013). Contudo, foi necessario o uso de solventes organicos a 2% (v/v) para
solubilizar os compostos na realizagdo dos testes, pois estes ésteres sdo moléculas organicas

insoluveis em agua.

Uma segunda otimizagao foi feita nesse conjunto de provaveis inibidores da AeHKT,

em que novos substituintes do anel aromatico foram adicionados a série e foi feita uma
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derivatizacdo na cadeia acida com a sintese de sais sodicos (MACIEL, 2016). A sintese desses
sais sodicos tornou os 1,2,4-oxadiazois soliiveis em agua a concentragdes de 0,5 M,
dispensando o uso de solventes organicos que muitas vezes sao toxicos em ensaios bioldgicos

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

A proposta deste trabalho ¢ avaliar o potencial inibitorio desses compostos larvicidas
frente a enzima AeHKT. A primeira abordagem foi a obten¢do da enzima recombinante em
Escherichia coli. Em seguida, foi determinada a para a andlise das possiveis interacdes alvo-
ligante. Por ultimo, foi desenvolvido um método de detecgdo da atividade enzimatica rapido e
de baixo custo, essencial para a caracterizagdo cinética da enzima e avaliacdo da atividade

inibitoria dos compostos com atividade larvicida.

Para alcangar esses objetivos, foram realizados experimentos de clonagem e expressao
da AeHKT em Escherichia coli, cristalografia de macromoléculas por meio de difragdo de raios
X e o desenvolvimento de uma metodologia de detec¢do da reacdo da AeHKT por
espectrofotometria de absorbancia. Esta metodologia de avaliacao da atividade enzimatica da
AeHKT ¢ rapida, de baixo custo e que pode ser ampliada para a triagem de varias moléculas
simultancamente. Para fins informativos, a sintese dos sais sddicos derivados de 1,2,4-
oxadiazdis sera recapitulada na secdo de Procedimentos Experimentais e sua caracterizagdo esta

disposta no Apéndice.
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2 HIPOTESE

O presente trabalho investiga as seguintes hipoteses:

A enzima 3-hidroxi-quinurenina transaminase de Aedes aegypti ¢ um alvo molecular para os

1,2,4-oxadiazois com atividade larvicida?

Caso a hipotese seja verdadeira, € possivel sintetizar novas moléculas com maior especificidade

e/ou atividade inibitoria?

Caso a hipodtese seja falsa, seria possivel desenvolver moléculas que inibam a enzima de forma

especifica?

OBJETIVOS
Gerais:

- Obter e caracterizar estruturalmente e cineticamente a enzima recombinante 3-hidroxi-

quinurenina transaminase (HKT) de Aedes aegypti expressa em Escherichia coli,

- Avaliar a atividade inibitéria da série de onze sais sodicos derivados de 1,2,4-oxadiazélicos

frente a HKT recombinante.

Especificos:

- Produzir a HKT recombinante;

- Caracterizar estruturalmente a enzima HKT para investigacao das interacoes alvo-ligante;

- Desenvolver uma metodologia para detecc¢ao da atividade enzimatica da HKT recombinante;
- Determinar as constantes cinéticas da HKT recombinante;

- Determinar as Clso da série de onze sais sodicos derivados de acidos 1,2,4-oxadiazolicos com

atividade larvicida;

- Estudar o mecanismo de inibi¢do da série ou do composto candnico (representativo para a

série de andlogos).
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos através dos fornecedores Aldrich®,
Vetec®, Dindmica®, Merck®, Invitrogen Life Technologies®, New England Biolabs®,
Promega®, Affymetrix®, GE Healthcare Life Sciences®, QIAGEN®, Thermo Scientific®,
Cellco Biotec®, Molecular Dimensions®, Hampton Research® e Jena Bioscience®.

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 revelacao

das manchas utilizou-se lampada ultravioleta.

3.2 EQUIPAMENTOS E PROGRAMAS DE COMPUTADOR 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 obtengdo dos espectros de RMN de 'H e '3C foi utilizado o instrumento Varian®
UNMRS 400 MHz, utilizando como solventes cloroférmio deuterado e dgua deuterada. Para a
obtenc¢do dos percentuais de analise elementar, foi utilizado o analisador elementar (CHNS-O),
da marca CE instruments®, modelo EA 1110.

Nas etapas de clonagem, expressdo e purificagdo das proteinas recombinantes foram
utilizados o termociclador T3 termocycler da marca BIOMETRA®, termociclador T110
Thermal Cycler da marca BIO-RAD®, banho seco digital da marca ThermoFisher Scientific®,
centrifuga 5415D e centrifuga refrigerada 5810R da marca Eppendorf®, centrifugas
refrigeradas Sorvall Legend XTR e Sorvall RC 3BP+ da marca ThermoFisher Scientific®,
agitadores orbital com controle de temperatura Environ da marca Lab-line® e Ecotron da marca
INFORS HT®, agitador orbital refrigerado Multitron Standard da marca INFORS HT®,
pHmetro ORION STAR A214 da marca Thermo Scientific®, sonicador Fisherbrand Q700 da
marca Fischer Scientific®, cromatégrafo AKTA pure da marca GE Healthcare Life Sciences®
e fontes de marcas BIO-RAD® e Amersham pharmacia biotech® para a eletroforese. A
quantificagdo do RNA, DNA e proteina obtidos foi realizada em espectrofotometro NanoDrop
2000 da marca Thermo Scientific®.

Os experimentos de cristalizagdo foram realizados utilizando placas de cristalizagdo
de 24 e 96 pocos das marcas Molecular Dimensions®, Hampton Research® e MiTeGen® e
incubados em incubadora da marca Molecular Dimensions®. Os dados provenientes dos

experimentos de cristalografia foram visualizados, processados ou analisados pelos seguintes
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programas de computador: ADXV, XDS, autoPROC, os programas Aimless, PISA, Coot,
Pointless, Matthews e Refmac do pacote CCP4, os programas Xtriage, Phaser, AutoBuild,
Phenix.refine e MolProbity do pacote Phenix, LigPlot+ e PyMOL.

Os experimentos relativos ao ensaio enzimatico foram realizados em banho térmico
da marca Polystat® e leitor de placas EIx808 com filtro para leitura em comprimento de onda

de 570 nm da marca BIOTEK®.

3.3 SINTESE DOS ACIDOS 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL)-BUTANOICOS

As arilamidoximas foram sintetizadas de acordo com o método de Tiemann

(TIEMANN, 1884). Os demais reagentes foram obtidos comercialmente.
Procedimento geral para sintese dos dcidos 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 (1 equivalente) em um baldo médio e este foi mantido em banho de
6leo a 200 °C. Apds aproximadamente uma hora de reacdo, verificou-se por CCD em fase
movel 7:3 hexano/acetato de etila o consumo total da amidoxima. Em seguida ao término da
reagdo, foram adicionados 10 mL de solucdo de bicarbonato de s6dio saturado e 10 mL de
diclorometano ao baldo. A extracdo foi realizada por 16 horas sob agitacdo magnética.
Posteriormente a extragdo, as fases organica e aquosa foram separadas e foi adicionado 4cido
citrico anidro a fase aquosa até pH acido. A solucdo foi transferida para um funil de separagao
e foram realizadas 3 extragdes com 20 mL de diclorometano para que o produto seja transferido
para a fase organica. As aliquotas foram reunidas, secas com sulfato de sodio anidro, filtradas
e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O so6lido foi recristalizado com uma mistura

de cloroformio e hexano.

3.4 SINTESE DOS 3-(3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL) BUTANOATOS DE SODIO

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 solu¢do-mde de NaOH 1% recém-
preparada (1 equivalente) e seu conteudo foi mantido sob agitacdo com barra magnética por 1
hora. Apos esse tempo, o metanol foi retirado por rotaevaporagdo e o produto foi seco durante

uma hora em bomba de alto vacuo. A recristalizacao foi realizada em cloroférmio.

3.5 CLONAGEM DA HKT PARA EXPRESSAO HETEROLOGA EM ESCHERICHIA
COLI
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3.5.1 Colonias de Aedes aegypti

Duas linhagens de Aedes aegypti (RecLab, origindria de Recife- PE, e Rockefeller)
mantidas no insetario do IAM/FIOCRUZ — PE, foram utilizadas para a obtengdo 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 mosquitos adultos foram alimentados com solugdo 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 ragao para gatos.

Para a realizacdo do experimento, 20 larvas em estagio L4 foram coletadas, lavadas

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

3.5.2 Extracao do RNA

O RNA das larvas foi extraido de acordo com o procedimento descrito por Romao e
colaboradores (ROMAO et al., 2006). Aliquotas de 500 pL de TRIzol® e 200 pL de
cloroférmio foram adicionados aos microtubos contendo cinco larvas maceradas. O RNA foi
precipitado em 300 pL de isopropanol gelado, lavado com 200 pL de etanol 75%, ressuspenso
em 30 pL de 4gua ultrapura e estocado a -80 °C. A quantificacdo foi realizada em NanoDrop
2000 em comprimento de onda de 260 nm.

Apo6s a extragdo do RNA, foi realizado o tratamento do RNA total com a enzima
rDNase I, RNase-Free (Affymetrix®) para descartar contaminantes de DNA. Deste modo, 4 pg
(8 nL) do RNA total foram tratados com 10 U da rDNase e 1 pL do tampao de reacdo 10X.
Ap0s incubagdo a temperatura ambiente por 15 minutos, foi adicionado 1 pL da solugdo de
término da reagao (EDTA a 50 mM pH 8,0) aos microtubos e incubados a 65 °C em

termociclador por 10 minutos. Estas etapas foram realizadas para as duas linhagens de Aedes

aegypti.

3.5.3 Transcricao reversa seguida da reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A transcri¢do 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
50 mM oligo dT, 2 uL de 10 mM dNTP e agua ultrapura para completar o volume de reagao
para 14 pL. As amostras foram incubadas a 65 °C por 5 minutos, imersas em gelo para causar
um choque térmico e imediatamente foram adicionados 40 U de RNase out, 4 pL do tampao de
reagdo 5X e 15 U da enzima AMV Transcriptase Reversa. As reagdes foram incubadas em

banho-maria a 37 °C por uma hora e ap6s o término, mantidas em gelo.
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Aliquotas de 5 pL do cDNA recém-sintetizado foram transferidas para novos
microtubos e submetidas & PCR com o par de oligonucleotideos iniciadores (Tabela 2). Assim,
1 uL de NTP a 10 mM, 2,5 puL de tampao de reagao da Platinum® 7ag DNA Polimerase High
Fidelity 10X, 3 U da Platinum® 7ag DNA Polimerase High Fidelity, 1 pL de cada
oligonucleotideo a 10 mM, 1 pL de MgSOsa 50 mM e 13 pL de agua ultrapura foram
adicionados ao microtubo contendo o cDNA. Um controle negativo foi preparado substituindo
o cDNA por agua ultrapura. A amplificagdo foi realizada no termociclador T3 termocycle
(BIOMETRA®) e seguiu com a primeira desnaturacao a 94 °C por 3 minutos, 34 ciclos de 94
°C por 50 segundos para desnaturacao, 60 °C por 1 minuto para anelamento e 72 °C por 50
segundos para extensdo. Apoés os ciclos, houve a extensdo final de 72 °C por 10 minutos.

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores desenhados a partir da sequéncia do GenBank n°® AF435806.1 para

amplificagcdo do gene que codifica a proteina HKT de Aedes aegypti. Os codons em negrito indicam os sitios de
restricdo das enzimas Kpnl e Xbal.

Oligonucleotideo Sequéncia

HKT Fw Kpnl 5’-CAG GGT ACC ATG AAATTT ACC CCG CCG-3°
HKT Rv Xbal 5’-CAG TCT AGA GCT GAA GTG TTG AAC TCT CG-3’

Fonte: A autora (2020).

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em TBE
0,05% corado com brometo de etideo. A cletroforese foi realizada a 120V, 100W, 100mA em
40 minutos de corrida. As bandas de interesse foram visualizadas em transluminador com luz
ultravioleta, cortadas com lamina estéril e purificadas com o kit illustra GFX PCR DNA and

Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences®) conforme a metodologia descrita no kit.

3.5.4 Clonagem no pGEM-T easy

As reagdes de PCR foram conduzidas pela Tag HiFi, enzima capaz de inserir adeninas
nas extremidades dos insertos amplificados. Esta extremidade possibilita a ligagdo do inserto
no vetor pGEM-T easy, que tem extremidades 3°T livres. Para a reacao de ligacao foram usados
50 ng do vetor pGEM-T easy, 55 ng do produto de PCR, 5 puL do tampao da T4 DNA ligase
2X, 3 U da T4 DNA ligase e agua ultrapura. As reacdes foram incubadas a 4°C por 16 horas.

O construto foi entdo introduzido na bactéria via transformagdo por choque térmico
em 50 pL de células de E. coli quimiocompetentes cepa TOP10 (Invitrogen®) e 25 pL de
tampao de transformacdo (Tris-HCl a 5 mM pH 7,4 ¢ MgCha 5 mM). As amostras foram
homogeneizadas ¢ mantidas em gelo por 30 minutos. Apos a incubacdo, as amostras foram

submetidas a um choque térmico de 42 °C por 1 minuto e em seguida, incubadas novamente



36

em gelo por 5 minutos. Aliquotas de 500 uL. de meio de cultura SOC foram adicionadas aos
microtubos e as culturas foram mantidas em agitador orbital a 37 °C com agitagdo de 200 rpm
por 60 minutos. Aliquotas de 100 uL das células transformadas foram plaqueadas em meio de
cultura LB/Agar (Luria-Bertani) contendo ampicilina a 100 pg/mL e as placas foram mantidas
em estufa a 37 °C por 16 horas. Além da marca de resisténcia ao antibiético, o meio LB/Agar
continha uma mistura de IPTG/X-Gal utilizada para selecionar as construgdes cujo inserto
estava inserido no operon lac do vetor, causando a repressiao do gene que codifica a [-
galactosidade. Neste sistema, as colonias de cor branca continham o construto enquanto as azuis

ndo o continham.

Em seguida a observagdo do crescimento das coldnias, indculos de colonias brancas
isoladas foram preparados em 5 mL de meio LB contendo ampicilina a 100 pg/mL e incubados
em agitador orbital a 37 °C com agitacao de 200 rpm por 16 horas. Posteriormente a incubagao,
as culturas foram centrifugadas e os sedimentos de c€lulas foram submetidos a lise alcalina para
liberacao dos construtos com o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN®). As minipreparacoes

plasmidiais foram quantificadas em NanoDrop 2000 e estocadas a -20 °C.

3.6 SUBCLONAGEM NOS PLASMIDEOS DE EXPRESSAO PET-M11, PET-TRX E
PET-NUS PARA EXPRESSAO HETEROLOGA EM ESCHERICHIA COLI

As construgdes das duas linhagens da HKT em pGEM-T easy foram levadas para o
“Laboratério de Cristalografia de Proteinas” no IFSC-USP e atuaram como fonte genética da
HKT. Um par de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para realizar a subclonagem
nos vetores pET otimizados e gentilmente cedidos pela Cellco Biotec® para uso nas etapas de
clonagem e expressdo da HKT em E. coli (Tabela 3). Esses vetores utilizam o LIC (do inglés,
ligation independent cloning) como método de clonagem, excluindo o uso de enzimas de

restri¢ao € DNA ligase apos adi¢ao do inserto no plasmideo.

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores desenhados para a clonagem via LIC nos plasmideos pET-M11, pET-
Trx e pET-NUS. Os cddons em negrito foram inseridos na sequéncia para a hibridizacdo dos insertos com os

vetores.
Oligonucleotideo Sequéncia
HKT LIC Fw 5’- CAG GGC GCC ATG AAA TTT ACC CCG CCG -3’
5’- GAC CCG ACG CGG TTA TAC GTA ATC CGG

Fonte: A autora (2020).

Para realizacao do experimento, os vetores precisam ser tratados com a enzima Bsal

para liberagdao do gene da GFP e depois incubados com T4 DNA Polimerase na presenca de
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dTTP para remogao dos nucleotideos a partir da extremidade 3’ até alcangar a primeira timina
na sequéncia. Os vetores ja foram cedidos apds a clivagem com Bsal. Deste modo, seguiu-se

para o tratamento com a T4 DNA Polimerase.

Nesta etapa, foram adicionados a microtubos de 1,5 mL as seguintes solugdes: 2 pL.
do tampao NEBuffer 2.1, 0,5 uL de dTTP a 100 mM, 1 uL de DTT a 10 mM, 0,4 uL T4 DNA
Polimerase, 600 ng de cada vetor em seu respectivo tubo e agua ultrapura até volume final de
20 puL. As amostras foram incubadas em termociclador T100 Thermal Cycler (BIO-RAD®) a
22 °C por 30 minutos e posterior incubacao a 75 °C por 20 minutos para término da reagao.

Simultaneamente, foi realizado o tratamento dos insertos para continuidade da clonagem.

Os insertos das duas linhagens de Aedes aegypti foram preparados primeiramente na
amplificacdo usando os oligonucleotideos HKT LIC seguido de incubagdao com a T4 DNA
Polimerase na presenga de dATP. Para isso, foram adicionados a microtubos as seguintes
solugdes: 1uL de cada construgdo em pGEM-T easy, 10 uL do tampao da Phusion High Fidelity
DNA polimerase 10X, 1 uL de dNTP a 10 mM, 1 uL de cada oligonucleotideo a 10 mM, 0,5
uL da Phusion High Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific®) e 4gua ultrapura até
completar o volume da reagdo para 50 pL.. Um controle negativo foi preparado substituindo o
cDNA por 4gua ultrapura. A amplificagdo foi realizada em termociclador T100 Thermal Cycler
(BIO-RAD®) e seguiu com a primeira desnaturacao a 98 °C por 3 minutos, 35 ciclos de 98 °C
por 30 segundos para desnaturacao, 68 °C por 30 segundos para anelamento e 72 °C por 45
segundos para extensdo dos oligonucleotideos. Apos os ciclos, houve a extensdo final de 72 °C
por 10 minutos. A amplificagdo de cada linhagem foi feita em duplicata e os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE 1X para visualizagdo e
purificacao das bandas amplificadas. As bandas de interesse foram cortadas com lamina estéril
e purificadas com o Agarose Gel Extraction kit (Cellco Biotec®). Apo6s o preparo dos vetores
e dos insertos, foram realizadas as etapas de hibridiza¢des do inserto ao vetor e finalizagdo da

clonagem.

As hibridizagdes dos 3 vetores com 2 diferentes insertos em duplicata geraram um
conjunto de 12 construcdes plasmidiais. A propor¢ao inserto:vetor utilizada foi de 3:1 e foram
diluidos para uso nos volumes de 10 uL de cada inserto para 1 pL de cada plasmideo. As
amostras foram incubadas em termociclador a 22 °C por 5 minutos e em seguida, foi adicionado
1 puL de EDTA a 25 mM em cada microtubo. Em seguida, as reagdes foram novamente

incubadas a 22 °C por 5 minutos.
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Apo6s a hibridizagdo, os construtos foram transformados em células de E. coli
ultracompetentes cepa DHS5a (Invitrogen Life Technologies®) para realizar a etapa final da
clonagem e amplificagdo das construgdes. Foram adicionados a microtubos as seguintes
solucdes: 11 uL de cada construgao, 9 uL. de 4gua ultrapura, 80 uL de tampao de transformacao
2 (KCl a 10 mM, MgCl> a 5 mM, CaCl; a 3 mM e PEG 6000 a 1,5%) e 100 pL das células
quimiocompetentes. Os microtubos foram homogeneizados € mantidos em gelo por 30 minutos.
Apos a incubagdo, as amostras foram submetidas a um choque térmico de 42 °C por 45
segundos seguido de incubacdo em gelo novamente por 5 minutos. Aliquotas de 800 pL de
meio de cultura SOC foram adicionadas aos microtubos e as culturas foram mantidas em
agitador orbital Ecotron (INFORS HT®) a 37 °C com agita¢ao de 200 rpm por 60 minutos.
Aliquotas de 100 pL das células transformadas foram plaqueadas em meio de cultura LB/Agar
contendo canamicina a 50 pg/mL e as placas foram mantidas em estufa a 37 °C por 16 horas.

Uma transformagao controle de cada vetor foi preparada contendo somente o vetor linearizado.

ApOs a observagao do crescimento de colonias isoladas, foram realizadas PCR de
coldnia com 6 coldnias de cada replicata das construgdes plasmidiais, totalizando 36 coldonias
testadas. Uma amplificacdo com a constru¢do em pGEM-T easy foi realizada como controle
positivo. Deste modo, foram adicionados aos respectivos tubos 1 pL de cada colonia
ressuspensa em 100 pL de agua ultrapura, 1 pL de cada oligonucleotideo HKT LIC a 10 mM,
25 puL do Tag Pol MasterMix 2X (Cellco Biotec®) e 22 uL. de agua ultrapura. A amplificacao
foi realizada em termociclador a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 68
°C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Apds os ciclos, houve a extensao final de 72 °C por
10 minutos. Somente duas das 36 colonias ndo exibiram amplificagio do DNA e foram

descartadas.

Ap6s a confirmagao, indculos de colonias brancas isoladas foram preparados em 2 mL
de meio de cultura LB contendo canamicina a 50 pg/mL e incubados em agitador orbital a 37
°C com agitacao de 200 rpm por 16 horas. Apds a incubagao, as culturas foram centrifugadas e
os sedimentos de células foram submetidos a lise alcalina para liberacao dos construtos com o
kit Fast-n-Easy Plasmid Miniprep (Cellco Biotec®). As minipreparagdes foram quantificadas

em NanoDrop 2000 em comprimento de onda de 260 nm e estocadas a -20 °C.



39

3.7 EXPRESSAO DA HKT RECOMBINANTE EM E. COLI

3.7.1 Transformacao das construcoes em E. coli Rosetta 2 (DE3) e testes de

expressao

As transformacdes das construgdes plasmidiais da HKT foram realizadas por choque
térmico, procedimento similar a se¢do 3.6. Os tubos contendo as células a serem transformadas
foram mantidos a -80°C e aliquotas foram descongeladas por incuba¢ao em gelo por 10 minutos
para a realizac¢ao do experimento. Em seguida, 1 pL de cada minipreparacao plasmidial, 19 pL
de agua ultrapura e 80 pL de tampdo de transformacdo 2 foram adicionados aos respectivos
tubos contendo 100 pL de células ultracompetentes E. coli Rosetta 2 (DE3) (Novagen®). As
amostras foram incubadas em gelo por 30 minutos e posteriormente mantidas a 42 °C por 45
segundos, seguido de incubacdo em gelo novamente por 5 minutos. Aliquotas de 800 uL de
meio de cultura SOC foram adicionadas aos tubos e estes foram incubados em agitador orbital
a 37 °C por 1 hora em agita¢do de 200 rpm. Ap0s a recuperagdo, as células foram centrifugadas
a 3500 g por 2 minutos, ressuspensas em 200 pL do sobrenadante e espalhadas em placas de
Petri contendo meio de cultura LB/Agar suplementado com cloranfenicol a 34 pg/mL e
canamicina a 50 pg/mL por 16 horas. Apds a observagdo do crescimento das coldnias, uma
coldnia isolada de cada placa foi selecionada para preparo de indculos e teste de expressao.
Assim, 5 mL de pré-indculo em meio de cultura LB contendo cloranfenicol a 34 ug/mL e
canamicina a 50 pg/mL foram preparados e incubados a 37 °C por 16 horas em agitagao orbital

de 200 rpm.

Apos o crescimento do pré-indculo, duas placas com inoculos para o teste de expressao
foram preparadas com os meios de cultura LB contendo o indutor de expressao proteica IPTG
e 0 meio auto indutor ZYM-5052 (STUDIER, 2005) (Esquema 2). O volume restante do pré-

indculo foi estocado em criotubos a -80 °C contendo 10% de glicerol.
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Esquema 2 - Preparo das amostras para o teste de expressao da HKT recombinante em E. coli.

3 mL de meio de cultura
30 pL de pré-indculo

| 3 pL canamicina (50 ma/mL)
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v 3 pL cloranfenicol (34 ma/mL)

Expressdo a 18 °C por
24 horas
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[ ] Meiots
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Fonte: A autora (2020).

As culturas foram posteriormente centrifugadas e os sedimentos de células foram
submetidos a lise por choque térmico com rapido congelamento e descongelamento e em
seguida, submetidas a SDS-PAGE 10% para anélise da expressdo da AeHKT nas diferentes
condigdes testadas. A eletroforese foi realizada a 400 mA e voltagem livre por 45 minutos em

tampao de corrida 1X (Glicina a 0,19 M, Tris-HCl a 30 mM pH 8,3 e SDS a 3,5 mM).

A partir do teste de expressao, as condigdes com maior propor¢do de proteina na fragdo
soluvel e constru¢des com maior praticidade na purificacdo foram selecionadas para realizagdo
da expressao em larga escala. Frascos tipo Erlenmeyer de 2 L foram preenchidos com 1 L de
meio ZYM-5052, 10 mL de pré-indculo das células com a construcao de interesse, 1 mL de
cloranfenicol a 34 mg/mL, 1 mL de canamicina a 50 mg/mL e incubados em agitador orbital a
37 °C e rotagdo de 200 rpm até atingir a densidade optica (D.O.) proxima a 0,6. Em seguida, a

temperatura do agitador foi ajustada para 18 °C e incubados por 24 horas.

Apos a expressdo, as culturas foram centrifugadas a 4000 g, 4 °C por 20 minutos. Os
sedimentos de células foram ressuspensos em tampao para lise (Tris-HCI a 20 mM pH 8, NaCl
a 200 mM, 10% Glicerol, Imidazol a 10 mM pH 8 e 1% Tween 20) e estocados em -20 °C para

descongelamento quando necessario.
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3.7.2 Purifica¢ao da HKT-Trx

A primeira linhagem da HKT a ser purificada foi a extraida de larvas Rockefeller
(linhagem de referéncia), seguida da linhagem RecLab. As construgdes escolhidas a partir do
teste de expressao foram a RL_ HKT-pET Trx (HKT de RecLab fusionada a Tioredoxina e
cauda de 6X-His) e R HKT-pET Trx (HKT de Rockefeller fusionada a Tioredoxina e cauda
de 6X-His). Portanto, etapas de clivagem da Trx e cauda de 6X-His foram adicionadas a

purificagao.
3.7.3 Lise por sonicaciao

Os sedimentos de células estocados a -20 °C apds a expressao foram descongelados
em banho de gelo e transferidos para um béquer de vidro de volume apropriado. Foram
adicionados ao béquer DTT a 4 mM, PMSF a 1 mM, 1:1000 (v/v) de Benzonase Nuclease e
Lisozima a 1 mg/mL e incubados em banho de gelo por 30 minutos. Apds a incubagdo, a
suspensao foi submetida a lise em sonicador Fisherbrand Q700 (ThermoFisher Scientific®)
por 30 segundos em intervalos de 45 segundos no tempo total de 7 minutos. O lisado obtido foi
centrifugado a 20000 g, 4 °C por 40 minutos. Uma amostra dos sedimentos celulares foi
preparada para aplicagdo em SDS-PAGE 10% contendo 100 pLL de SDS 10% e 30 pL de tampao
de amostra 4X (Tris-HCl a 125 mM pH 6,8, 40% glicerol, 4% SDS, 0,02% azul de bromofenol
e B-mercaptoetanol a 1,4 M). O sobrenadante foi filtrado em membrana hidrofilica com poros
de 0,45 um e mantido em gelo para as proximas etapas de purificacdo. A etapas de purificacio
cromatograficas foram realizadas no equipamento AKTA pure (GE Healthcare Life
Sciences®), sistema automatizado de alta pressdo para purificacdo de proteinas, peptideos e

acidos nucléicos.

3.7.4 Cromatografia por afinidade

A primeira cromatografia foi realizada com o objetivo de isolar as proteinas que
interagem com o Ni** imobilizado na resina da coluna. Para isso, foi utilizada a coluna HisTrap
HP (GE Healthcare Life Sciences®) contendo 5 mL de volume de coluna e os tampdes A (Tris-
HCl a 50 mM pH 8, NaCl a 500 mM, Imidazol a 20 mM pH 8 e 10% glicerol) e B (Tris-HCl a
50 mM pH 8, NaCl a 500 mM, Imidazol a 500 mM pH 8 e 10% glicerol) para a purificacdo. O
método criado foi adaptado dos protocolos ja estabelecidos no laboratério e foi facilmente

editado de acordo com o volume de amostra a ser purificada (Tabela 4). As amostras purificadas
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foram coletadas em volumes de 10 mL e preparadas para analise em SDS-PAGE 10% contendo

200 pL da amostra, 100 pL de 10% SDS e 60 pL de tampao de amostra 4X.

Tabela 4 - Descricdo do método definido para a primeira cromatografia de afinidade.

Etapas Condicoes
Equilibrio da coluna 5CV
Injecdo Adaptavel ao volume de amostra a ser purificada
Lavagem 15CV
Eluicao
Gradiente (A até B) 5CV
Constante (somente B) 2CV
Equilibrio 2CV
CV = volumes de coluna. Em todos os passos, o fluxo foi ajustado para 5 mL/min se ndo exceder a pressdo maxima
da coluna (0,5 MPa). Fonte: A autora (2020).

3.7.5 Cromatografia de exclusdo por massa molecular

Nessa segunda etapa, foi realizada uma dialise para retirar o imidazol e o glicerol da
amostra e seguir para a etapa de clivagem com a TEV Protease. Assim, foi utilizada a coluna
HiTrap Desalting de 5 mL contendo a resina Sephadex G-25 para a troca do tampao equilibrada
no tampao de dialise (Tris-HCl a 50 mM pH 8 e NaCl a 200 mM). O método estabelecido ¢
mais simples que a afinidade, contendo somente as etapas de equilibrio, inje¢do e eluicao das
proteinas (Tabela 5). As etapas de injecdo e eluigdo foram repetidos até a troca do tampao de

toda a amostra.

Tabela 5 - Descricdo do método definido para a cromatografia de exclusdo molecular na troca de tampao.

Etapas Condicoes

Equilibrio da coluna 3CV

Injecdo Até 1 mL

Eluicao Até o término da detecgdo do pico relativo a proteina
CV = volumes de coluna. Em todos os passos, o fluxo foi ajustado para 5 mL/min se ndo exceder a pressdo maxima
da coluna (0,5 MPa). Fonte: A autora (2020).

3.7.6 Clivagem com a TEV Protease

Ap0s a dialise, a proteina foi incubada com a TEV Protease expressa e purificada no
laboratorio. Essa etapa ¢ necessaria para liberacdo da proteina de fusdo e da cauda de 6X-His.
Assim, foram adicionados a amostra DTT a4 mM e 1:5 (v/v) de TEV Protease purificada a 2,5
mg/mL, nessa ordem. Em seguida, a mistura foi incubada a T.A. por 3 horas. Apds a incubagao,

uma aliquota de 20 pL foi preparada e submetida a SDS-PAGE 10% para analise do progresso
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da clivagem. Frequentemente a amostra ja estava mais de 90% clivada permitindo assim o

prosseguimento para a proxima etapa de purificacao.

3.7.7 Cromatografia de afinidade

Nesta etapa, a amostra foi submetida a segunda cromatografia de afinidade para
retirada da proteina de fusao juntamente com a cauda de 6X-His e a TEV Protease. O método
utilizado ¢ bem similar ao da primeira cromatografia de afinidade, exceto pela diminui¢do do
fluxo da fase mével para melhor performance da purificacdo (Tabela 6). A coluna e os tampdes

usados foram os mesmos da se¢do 3.7.4.

Tabela 6 - Descricao do método definido para a segunda cromatografia por afinidade.

Etapas Condicoes
Equilibrio da coluna 5CV

- Volume total da reacdo de clivagem, fluxo de 2,5
Injecdo .

mL/min

Lavagem 15 CV, fluxo de 2,5 mL/min
Elui¢ao

Gradiente (A até B) 5CV

Constante (somente B) 2CV
Equilibrio 2CV

CV = volumes de coluna. Quando ndo mencionado, o fluxo da fase movel foi definido a 5 mL/min.

Fonte: A autora (2020).

3.7.8 Cromatografia de exclusio por massa molecular

Apo6s a segunda cromatografia por afinidade, foi realizada a Gltima cromatografia de
exclusdo por massa molecular em resina Sephadex para remover o imidazol e o glicerol
provenientes do tampao usado na etapa anterior. Desta forma, o método e o tampao utilizados
nesta etapa foram os mesmos da se¢do 3.7.5. As amostras purificadas foram concentradas e

quantificadas em NanoDrop 2000 em comprimento de onda de 280 nm.

3.8 CRISTALOGRAFIA DA AeHKT

As solugdes de cristalizagdo utilizadas foram produzidas e obtidas comercialmente
pelas empresas Hampton Research®, Jena Bioscience®, Molecular Dimensions® e
QIAGEN®, empresas especializadas em producao de kits coarse screens. Inimeros cristais
foram obtidos nas variadas condicdes e estes serviram de inspiragdo inicial para aprimoramento

da condicao de cristalizag¢do e assim obter cristais de melhor poder de difrag¢do (Tabela 7).



44

Tabela 7 - Triagem das condigdes de cristalizac@o testadas para a HKT das linhagens Rockefeller e RecLab.

. Meios de solugio de Temperatura de ~
Proteina C e c e o Observacao
cristalizacio cristalizacdo (°C)
Classic HT 18
SaltRx 18
JCSG 1 18
JCSG + 18
Morpheus 18
PEGI 18
PEGII 18
R HKT PEGs suite 13 Apoenzima e cocristal com
PLP
MPD 18
Crystal Screen I ¢TI 13 Apoenzima e cocristal com
PLP
Crystal Screen cryo 18
Additive screen HT 18
Apoenzima e cocristal com
Index 18 PLD
JBScreen Classic 1-4 18¢4 ?Ilj;enzmla ¢ cocristal com
RL HKT JBScreen Classic 5-8 18¢4 ?Ilj;enzmla ¢ cocristal com
JBScreen Classic 9 e 10 4
PACT ++ 18¢4 Proteolise com Tripsina

1:100 e 1:1000

As proteinas foram testadas nas concentragdes de 5 mg/mL e 10 mg/mL e cristalizadas em placas com gota sentada
de 96 pogos.

Fonte: A autora (2020).

Além da variagdo das condi¢des de cristalizacao, foram testadas duas temperaturas de
incubacdo (18°C e 4 °C) para alguns kits e ainda a cocristalizacdo da HKT com o PLP (cofator

da enzima) a 360 uM.

A partir da triagem inicial, algumas condic¢des de cristalizagdo foram selecionadas para
serem reproduzidas em placas de gota suspensa por grid screens, em que a variacao fina a partir
da condicao inicial de cristalizagdo poderia aumentar a chance de obter cristais com maior poder
de difragdo e conjuntos de dados com mais alta resolucao. As condigdes selecionadas foram a
D3 do kit Crystal Screens I e II, A7 do kit JCSG+, D11, F7 e H11 do kit JBScreen 1-4 ¢ A6 e
D5 do kit JBScreen 5-8. Assim, foram feitas varias triagens de concentracdo e temperatura de
cristalizacao baseadas nessas condi¢des (Figura 6). As placas foram incubadas por até¢ 60 dias

apods o inicio do experimento e observadas em microscopio pelo menos uma vez por semana.
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Figura 6 - A: Modelo da placa de cristalizacdo de 24 pogos usada nos experimentos de cristalizacdo da HKT
com gota suspensa. B: Grid screen feito para a R_HKT. Placas 7 e 8 foram repetidas e incubadas a 4 °C, além da
incubagao padrao (18 °C). C: Grid screen feito paraa RL_HKT. Placas 1, 2, 4, 5 e 6 foram repetidas e incubadas

a4 °C, além da incubagdo padrdo (18 °C). (h) = varia¢do na horizontal, (v) = variagdo na vertical.
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Continuagdo da Figura 6
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Fonte: A autora (2020).

3.9 COLETA DE DADOS CRISTALOGRAFICOS

Os cristais obtidos das duas linhagens de Aedes aegypti foram difratados na linha MX2
do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), localizado em Campinas, SP. A coleta dos
dados de difragdo de raios X foi feita a baixa temperatura (100 K), com resfriamento por vapor
de nitrogénio liquido para evitar a formagao de cristais de gelo. Primeiramente, os cristais foram
imersos em uma solugao crioprotetora, em que se adicionou 20% de etilenoglicol ou glicerol a
uma aliquota da solu¢dao em que o cristal foi formado. Em seguida, o cristal foi transferido para
um suporte de nailon (/oop) para posicionamento no gonidmetro e assim iniciar os testes de
difracdo do cristal. Esse processo foi repetido até que o cristal avaliado apresentasse boas
condig¢des (baixa mosaicidade, alta resolucdo, entre outros) para a coleta de dados de difragao
de raios X. O detector utilizado na coleta de dados foi o Pilatus 2M e a linha de luz em
comprimento de onda de 1,458730 A. As imagens coletadas foram analisadas visualmente pelo

programa ADXV (ADXV, 2013).



47

3.10 PROCESSAMENTO E REFINAMENTO DOS DADOS CRISTALOGRAFICOS

3.10.1 Estrutura da RL_HKT

Apo6s a coleta de imagens das reflexdes de cada cristal, o conjunto de dados foi
processado pelo X-Ray Detector Software (XDS) (KABSCH, 2010). O arquivo contendo a
indexacao e integragdo das reflexdes foi posteriormente usado pelo programa Aimless do pacote
CCP4 para escalonamento e avaliagao das estatisticas para o corte de resolu¢ao (EVANS, 2011;
POTTERTON et al., 2003). A resolugdo selecionada para cada conjunto ¢ referente a relagdo
da média do sinal/ruido das reflexdes <I/o(I)> maior ou igual a 2. Nesta etapa, existe a
possibilidade de os programas identificarem a presenga de twinning nos dados processados.
Outro programa do pacote CCP4 utilizado foi o Matthews para estimar o nimero de mondmeros
na cé€lula unitaria e a propor¢ao de moléculas de solvente (KANTARDIJIEFF; RUPP, 2003).
Essa informagdo ¢ importante para adicionar corretamente o numero de macromoléculas e a
porcentagem de solvente no célula unitaria no programa Phaser para estimativa das fases. A
analise da qualidade do conjunto de dados foi feita pelo programa Xtriage do pacote Phenix,
em que foram determinadas as leis do twin de cada conjunto de dados para o correto refinamento

da estrutura cristalografica (ZWART; GROSSE-KUNSTLEVE; ADAMS, 2005).

O método de substituicao molecular foi usado para a determinagao das fases. O modelo
utilizado foi a estrutura da 3-hidroxiquinurenina transaminase de Anopheles gambiae (PDB
2CH]1) pelo programa Phaser do pacote Phenix (ADAMS et al., 2010, 2002; ECHOLS et al.,
2012; MCCQY et al., 2007). As duas proteinas apresentam 79% de identidade em suas
sequéncias de aminodcidos (ROSSI et al., 2006).0 programa AutoBuild foi usado em seguida
a etapa de substituicdo molecular para o melhoramento dos modelos, constru¢do de loops e
alguns residuos das regides N- e C-terminal das cadeias (TERWILLIGER et al., 2007). As
etapas subsequentes de refinamento foram realizadas pelos programas Coot (EMSLEY et al.,
2010) e Phenix.refine (AFONINE et al., 2012). A estratégia de refinamento foi baseada
inicialmente em refinamento de corpo rigido, simulated annealing e ocupancias. Com o avango
da construcdo do modelo, essas fun¢des foram substituidas por refinamento de B-fatores em
grupo e simetria ndo-cristalografica global. As coordenadas x, y e z foram refinadas em todas
as etapas e as moléculas de dgua foram adicionadas de forma automatizada e posteriormente
conferidas. A valida¢do do modelo obtido foi feita pelo MolProbity, programa acoplado ao
pacote Phenix que ¢ executado em conjunto com o Phenix.refine (CHEN, Vincent B. ef al.,

2010). Os programas LigPlot" (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011), PISA (KRISSINEL;
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HENRICK, 2007) e o banco de dados CATH (DAWSON et al., 2017) foram usados para a
analise da estrutura da RL_HKT e suas interagdes com o cofator PLP. O programa Refmac
também foi usado na construgio da ligagdo covalente entre a Lys?** e o PLP no sitio ativo
(VAGIN et al., 2004). Os programas Coot ¢ PyMOL foram usados para a preparagao das
imagens das estruturas cristalograficas (SCHRODINGER, [s.d.]).

3.10.2 Estrutura da R_HKT

Por causa da dificuldade em processar corretamente conjuntos de dados que apresentem
twinning, o conjunto de dados da R HKT ID 5 foi processado pelo pacote autoPROC
(VONRHEIN et al., 2011) que realiza a indexagao, integracao e escalonamento em um Unico
programa e permite o processamento anisotropico. A substituicdo molecular foi realizada no
programa Phaser utilizando a cadeia A da estrutura cristalografica da RL__HKT como modelo.
Em seguida, etapas subsequentes de refinamento utilizando o Phenix.refine foram realizadas

até alcancar o modelo atual.

3.11 ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA DA HKT COM DETECCAO DIRETA
DO ACIDO XANTURENICO

Com o intuito de realizar ensaios enzimaticos para HKT por um método de menor custo
e mais rapido do que os descritos na literatura (HPLC-UV e LC-MS/MS), uma metodologia de
detecgdio do complexo AX-Fe** foi desenvolvida ja que o substrato da HKT (3-HK) e o produto
da reagdo (AX) apresentam absor¢do maxima em comprimentos de onda bem proximos (Amax
=370 e 369 nm, respectivamente). J4 o complexo AX-Fe* apresenta absor¢io em comprimento
de onda de 570 nm, o que dispensa a separacdo dos metabolitos para quantificagao. A
metodologia desenvolvida foi baseada nos trabalhos de Lepkovski e colaboradores
(LEPKOVSKY; NIELSEN, 1942; LEPKOVSKY; ROBOZ; HAAGEN-SMIT, 1943) para o
método de deteccao e adaptada de Han e Li (HAN; LI, 2002) em relagdo ao ensaio enzimatico

da HKT.

3.11.1 Padronizaciao do ensaio enzimatico da HKT

As seguintes solu¢des foram preparadas para a padronizagdo e realizacdo do ensaio

enzimatico:
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I.  Solugdes estoque:
a. Cloreto de ferro (III) hexahidratado (FeCl;.6H20) a 100 mM: 135,2 mg
em HCla 0.1 M qg.s.p. 5 mL;
b. Piridoxal-5-fosfato hidrato (PLP) a 20 mM: 34,3 mg em NaOH a 0,1 M
g.s.p. 7 mL.

II.  Solugdes de uso:

a. Tampao HEPES (HEPES-NaOH a 200 mM pH 7,5/NaCl a 100 mM):
- 10 mL de HEPES-NaOH pH 7,5 a 1 M;
- 1,25 mL de NaCl a 4M;
- 38,75 mL de Agua ultrapura.

b. 3-D,L-hidréxi-quinurenina (3-HK) a 25 mM: 11,22 mg em Tampao
HEPES q.s.p. 2 mL;

c. Acido xanturénico (AX) a 20 mM: 16,4 mg em NaOH a 0,1 M q.s.p. 4
mL;

d. Piridoxal-5-fosfato hidrato (PLP) a 0.5 mM: Diluir 250 puL de PLP a 20
mM em 9,75 mL de Tampao HEPES;

e. Cloreto de ferro (III) hexahidratado (FeCls;.6H,0) a 10 mM: Diluir 1 mL
de FeCl3.6H,0 a 100 mM em 9 mL de HCl a 0,1 M;

f. Enzima recombinante RL HKT a 0,1 pg/pL.

Os ensaios foram realizados em microplacas transparentes de fundo redondo contendo
96 pocos e as reagdes foram padronizadas em volume final de 100 pL. Todas as solugdes de
estoque e uso foram recém-preparadas, exceto a de 3-HK que foi mantida a -20 °C. Cada reagao
foi estabelecida contendo 2 pg da RL_ _HKT recém-purificada, 3-HK a 2 mM, Piruvato sédico
a 2 mM, PLP a 40 uM e Tampao HEPES para completar o volume final de 100 pL. A
temperatura estabelecida para a reagdo foi de 50 °C baseado no trabalho de Han e Li (HAN; LI,
2002). Solucdes mixes foram preparadas para garantir que a reagdo iniciasse somente apos a
adicao da enzima ou o substrato. Portanto, a solu¢ao mix 1 continha a enzima e o PLP, enquanto
a solucdo mix 2 continha o 3-HK, Piruvato sédico e o Tampao HEPES. Uma terceira solucao
mix foi preparada para compor as amostras sem enzima (branco) e esta continha apenas PLP e
Tampao HEPES. Deste modo, os brancos foram feitos a partir da combinagao das solucdes mix
3 e 2, enquanto as amostras foram feitas a partir da combinagado das solugdes mix 1 e 2 (Tabela

8).0 volume final para cada amostra apds a adi¢do das respectivas solugdes mixes deve ser igual
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a 100 pL. Para todas as reacdes acima citadas, brancos foram preparados para subtrair suas

absorbancias das respectivas amostras. Todas as rea¢des foram realizadas em duplicata.

Tabela 8 - Descri¢do de concentragdes e volumes das solugdes de uso para preparo das solucdes mix 1,2 e 3 no
ensaio enzimatico da RL_HKT.

Solucédo mix 1:
Reagente Concentracio Inicial Volume (unL) Concentrac¢io final*

HKT 0.1 pg/pL 20 2ug
PLP 500 uM 8 40 uM
Total: 28 uL
Solucdo mix 2:
Reagente Concentracio Inicial Volume (uL) Concentragio final*
3-HK 25 mM 8 2 mM
Piruvato 50 mM 4 2 mM
Tampao HEPES - 60 -
Total: 72 ulL
Solu¢do mix 3:
Reagente Concentracio Inicial Volume (uL) Concentrac¢io final*
Tampao HEPES - 20 -
PLP 500 uM 8 40 uM
Total: 28 uL

*A concentracdo final foi calculada para o volume reacional de 100 pL.

Fonte: A autora (2020).

ApOs a reacao, foi adicionado 100 puL de FeCl;.6H,0O a 10 mM em HCl a 0,1 M em
cada pogo para interromper a catalise da HKT acidificando o meio reacional, gerar o complexo
de AX-Fe*" e completar o volume nos pogos para 200 pL. Em seguida, foi feita a leitura da
placa em 570 nm para aquisi¢ao dos dados de absorbancia.

Uma curva de progresso foi realizada para determinar o tempo reacional do ensaio
enzimatico. Para isso, a reagdo foi acompanhada de 5 em 5 minutos até o tempo final de 25
minutos. O tempo escolhido foi o de 5 minutos por melhor representar a regido de velocidade

inicial da reagdo catalisada pela HKT (Figura 7).
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Figura 7 - Curva de progresso da reagdo catalisada pela HKT para padronizacio do tempo total da nova
metodologia.

Fonte: A autora (2020).

Portanto, o ensaio enzimatico foi padronizado em volume reacional de 100 pL
contendo 2 pg da enzima HKT, 40 uM do cofator PLP, 2 mM dos substratos amino-doador 3-
HK e amino-aceptor piruvato sodico, e o Tampao HEPES para completar o volume final. A
reacdo deve ser incubada a 50 °C por 5 minutos e em seguida, adicionar 100 uL. de FeCl;.6H,0O
a 10 mM em HCl a 0,1 M em cada pogo, completando o volume para 200 pL (Figura 8).

Outro procedimento adotado para garantir a quantidade suficiente de reagentes para
todas as amostras foi o preparo das solugdes mixes para “n+1” pogos. Por exemplo, na
comparacao da atividade entre dois clones da RL HKT a ser realizada em triplicata (n = 6
pocos), deve-se preparar o volume final de cada solug¢do mix equivalente a 7 (n+1) pogos.

A quantificagdo da formagdo do AX catalisada pela HKT foi quantificada por curva
de calibragdo. Para isso, foram preparadas as solucdes mixes A (contendo concentragdes fixas
de PLP e Piruvato s6dico) e B (contendo concentragdes varidveis de AX) em um volume final

de 100 pL (Tabela 9).
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Figura 8 - Representagdo esquemadtica das etapas a serem realizadas nos ensaios enzimaticos da RL_HKT.

72 uL

Solugdo mix 3

100 uL t'@

Solugdo Fe3*

Leitura da placa em 570 nm

Incubacao a 50 °C por 5 minutos

Leitura da placa em 570 nm

Fonte: A autora (2020).

Tabela 9 - Descri¢do de concentragdes e volumes das solugdes de uso para preparo das solugdes mixes A ¢ B.

Solugdo mix A (para todos 0s pogos):
Reagente Concentracao Inicial Volume (uL) Concentracio Final

Piruvato 50 mM 4 2mM
sodico
PLP 500 uM 8 40 uM

Total: 12 uL
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Continuagdo da Tabela 9

Solugdo mix B (para cada concentragdo de AX):
Concentracio Final de AX Volume de AX  Volume de Tampao HEPES

(mM) (uL) (nL)
0,0 - 88
0,2 1 87
0,4 2 86
0,6 3 85
0,8 4 84
1,0 5 83
1,2 6 82
1,4 7 81
1,6 8 80
1,8 9 79
2,0 10 78
4,0 20 68
6,0 30 58

Total em cada poco: 88 uL

*A concentracao final foi calculada para o volume reacional de 100 pL.
Fonte: A autora (2020).

Apos a adicao das solugdes mixes em seus respectivos pocos, foi feita a incubagdo a
50 °C por 5 minutos e posteriormente, adicionado 100 uL de FeCl3.6H>O a 10 mM em HCI a
0,1 M em cada pogo, completando o volume para 200 pL. Cada concentragao de AX foi testada
em triplicata e uma regressao linear dos dados de absorbancia em relagdo a concentragio de

AX foi realizada no GraphPadPrism?7.0 para gerar a curva de calibragao.

3.11.2 Caracterizacao cinética da RL_HKT

A enzima RL HKT expressa em Escherichia coli foi caracterizada em termos das
constantes cinéticas, pH e temperatura 6timas. Em relagdo as constantes cinéticas, a taxa de
reacdo da HKT foi calculada a partir da leitura em 0 e 5 minutos de reagdo e foram testadas seis
concentracoes de 3-HK (0,5; 1,75; 3; 4; 8,5 ¢ 10 mM) na presenga de piruvato soédico a 5 mM.
Por isso, somente a preparagao da solucdo mix 2 foi alterada para comportar os novos volumes
de 3-HK (Tabela 10). As solugdes mixes 1 e 3 foram preparadas e os procedimentos de

incubacao e leitura foram realizados como descrito na se¢ao 3.11.1.
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Tabela 10 - Descrigdo do preparo das solugdes mix 2 nos experimentos de cinética enzimatica.

0,5 mM 1,75 mM 3,0 mM
Reagente Volume Reagente Volume Reagente Volume
(uL) (uL) (uL)
3-HK 2 3-HK 7 3-HK 12
Piruvato sédico 8 Piruvato sédico 8 Piruvato sodico 8
Tampao HEPES 62 Tampao HEPES 57 Tampao HEPES 52
Total: 72uL Total: 72uL Total: 72uL
4,0 mM 8,5 mM 10,0 mM
Reagente  Volume Reagente Volume Reagente Volume
(uL) (uL) (uL)
3-HK 16 3-HK 34 3-HK 40
Piruvato sédico 8 Piruvato sédico 8 Piruvato sodico 8
Tampao HEPES 48 Tampao HEPES 30 Tampao HEPES 24
Total: 72 uL Total: 72 uL Total: 72 uL

Fonte: A autora (2020).

3.11.3 Avaliacao do perfil de atividade da HKT em diferentes pHs

A atividade da RL_HKT foi avaliada em diferentes tampdes na faixa de pH de 6 a 10,

substituindo o Tampao HEPES na solugao mix 2 descrita na se¢ao 3.11.1 (Tabela 11).

Tabela 11 - Descrigdo da composigdo e pH dos tampdes testados na avaliagdo da atividade da HKT.

Composicao do Tampao pH  Volume na solugao mix 2 (uL)
Tris-HCI a 200 mM 6 60
NaCl a 100 mM
Tris-HCI a 200 mM 7 60
NaCl a 100 mM
Tris-HCI a 200 mM ] 60
NaCl a 100 mM
Acido Bérico-NaOH a 200 mM 9 60
NaCl a 100 mM
Carbonato/Bicarbonato de s6dio a 200 mM 10 60

NaCl a 100 mM

Fonte: A autora (2020).

3.11.4 Avaliac¢ao do perfil de atividade da HKT em diferentes temperaturas

A atividade da HKT também foi avaliada em cinco temperaturas de incubacgao: 30, 40,
50, 60 e 70 °C. Deste modo, os experimentos foram conduzidos pelo mesmo procedimento da

secdo 3.11.1, alterando somente a temperatura de incubacao.
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3.11.5 Avalia¢ao inibitoria dos 1,2,4-oxadiazdis: Determinac¢ao de Clso e

mecanismo de inibi¢ao

A atividade inibitoria dos sais derivados do 1,2,4-oxadiazol sintetizados foi avaliada
pela metodologia desenvolvida neste trabalho. O ensaio foi adaptado da padronizacao descrita
na secdo 3.11.1. e requer pré-incubagdo dos compostos com a enzima RL__HKT e o cofator PLP
a 50 °C por 30 minutos para entdo adicionar os outros componentes da reagdo e avaliar a
reduc¢do na atividade enzimatica. Os inibidores foram testados em cinco concentragdes (50,75,

100, 250 ¢ 500 uM) que ocuparam 30 uL do volume total de 100 puL (Tabela 12).

Tabela 12 -Descrig@o de concentragdes e volumes das solu¢des de uso para preparo das solugdes mix 1,2 e 3 no
ensaio de inibigdo da RL_HKT.

Solu¢do mix 1:
Reagente Concentracio Inicial Volume (uL) Concentracio Final

HKT 0,1 pg/uL 20 2ug
PLP 500 uM 8 40 uyM
Composto * 30 *
Total: 58 uL
Solucédo mix 2:
Reagente Concentracio Inicial Volume (unL) Concentrac¢io Final
3-HK 25 mM 8 2 mM
Piruvato sédico 50 mM 4 2mM
Tampao HEPES - 30 -
Total: 42 uL
Solu¢do mix 3:
Reagente Concentracio Inicial Volume (uL.) Concentracio Final
Tampao HEPES - 20 -
PLP 500 uM 8 40 uM
Composto * 30 *
Total: 58 uL

*A concentragdo inicial do composto a ser testado deve ser 3,33 vezes maior do que a concentracéo final desejada (ajustar
em 30 de 100 pL. Essa ¢ arazdo entre a concentragdo inicial e final para ocupar o volume padronizado no ensaio enzimatico
(30 pL do composto a ser testado em 100 pL do total da reagdo).

Fonte: A autora (2020).

Portanto, os volumes das solu¢des mixes 1 e 3 foram modificados para adicionar o
composto a ser testado e o volume da solugao mix 2 foi diminuido para conter somente 30 pL
do Tampao HEPES. Cada concentragdo e branco foram testadas em duplicata e um controle

negativo (sem inibidor) foi adicionado a cada experimento (Figura 9).
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Figura 9 - Representagdo esquematica das etapas a serem realizadas nos experimentos de inibigdo enzimatica da
RL HKT.

L

Solugdo mix 1  Solugdo mix 3
Incubacao a 50 °C por 30 minutos

Solugio mix 1 | .
AMOSTRA

Solucdo Fe3*

Leitura da placa em 570 nm

Incubagao a 50 °C por 5 minutos

Leitura da placa em 570 nm

Fonte: A autora (2020).

Para os onze sais de 1,2,4-oxadiazois testados, solugdes super estoque foram
preparadas contendo 33,3 umol de cada composto em volume final de 100 pL de Tampao

HEPES (concentracdo de 333 mM). Em seguida, uma diluicdo de 100X foi realizada em
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Tampao HEPES para obter uma solucao estoque de concentragdo igual a 3,33 mM. Esta solugdo
estoque foi usada para preparar as solucdes de uso para cada concentracdo a ser testada (Tabela

13).

Tabela 13 - Descrigdo das dilui¢cdes a partir da solu¢do estoque de cada composto a 3,33 mM para gerar as
solucdes de uso.

Concentracao da  Concentrac¢ao Volume da solu¢do Volume de Tampao

solucdo (uM) Final* (uM) estoque (nL.) HEPES (pL)
1665 500 150 150
832,5 250 75 225
333 100 30 270
249,75 75 22,5 277,5
166,5 50 15 285
Total: 300 uL

*A concentracdo final foi calculada para o volume reacional de 100 pL. Para os compostos 4b, 4j e 4k, a
concentracdo maxima de 500 pM foi substituida para melhor estimativa dos Clso por 450, 300 e 300 pM,

respectivamente.
Fonte: A autora (2020).

Todos os dados de atividade enzimatica e inibi¢do da RL HKT foram analisados
usando o programa GraphPad Prism7.0. Os dados cinéticos foram estimados utilizando o
modelo de Michaelis-Menten contido no programa e os dados de inibi¢ao foram determinados
por regressao nao-linear.

O mecanismo de inibi¢cdo da série 11 sais de 1,2,4-oxadiaz6is foi realizado para o
composto candnico 4a (sem substitui¢do no anel aromatico). Os experimentos foram realizados
a partir da coleta de dados cinéticos em quatro concentragoes de 3-HK (0,5; 1,75; 4 e 8,5 mM)
na auséncia (0 uM) e quatro concentragdes (50, 100, 200 e 300 uM) do inibidor 4* (Tabela 14).
As quatro condi¢des foram testadas em triplicata e um grafico de Lineweaver-Burk contendo o
reciproco da taxa (1/taxa) em relagdo ao reciproco da concentragdo de 3-HK (1/concentracao)

foi plotado para observar o mecanismo de inibigao.
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Tabela 14 - Condi¢des testadas para avaliagdo da cinética de inibicdo da RL_HKT pelo inibidor 4a. Cada
condi¢do é composta por uma concentragido do inibidor 4a testado em quatro concentragdes do substrato 3-HK
(0,5, 1,75, 4 ¢ 8,5 mM).

Condicao  Concentracado de 4a (uM) Concentragdo de 3-HK (mM)
0,5
1,75
4,0
8,5
0,5
1,75
4,0
8,5
0,5
1,75
4,0
8,5
0,5
1,75
4,0
8,5
0,5
1,75
4,0
8,5

3 100

4 200

5 300

Fonte: A autora (2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DOS SAIS SODICOS 1,2,4-OXADIAZOLICOS

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram o potencial de derivados
1,2,4-oxadiazdlicos como inibidores da enzima HKT (OLIVEIRA et al., 2013). Desta maneira,
foi realizada a sintese de larvicidas 1,2,4-oxadiazélicos soluveis em agua. Estes compostos
foram obtidos por uma sintese de trés etapas a partir da sintese de arilamidoximas com seus
respectivos substituintes, posteriormente reagidas com anidrido glutarico para formar os 4cidos
4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i] butandicos. Apds a recristalizagdo, estes compostos foram
submetidos a reacao com hidroxido de sédio em meio metandlico para formar os sais sodicos
derivados de 1,2,4-oxadiazois (Esquema 3).

Esquema 3 - Sintese dos sais sodicos derivados de 1,2,4-oxadiazois testados como inibidores da HKT. i:

NH,OH.HCI e Na,COs (4 eq.), etanol/H,0, T.A.; ii: anidrido glutarico (1.5 eq.), sem solvente; iii: NaOH (1 eq.)
e metanol, T.A.

NH,
i N-O I
HO\ Z —> /Q /)\/\)LOH
N Ar ArT N

2a-k 3a-k

iii
A |
N-0 o
Ar———=N ! )\/\)j\
Ar/LN/ O Na*

1a-k

4a-k
Ar
a: Fenila e: 4-Toluila i: 4-I-fenila
b: 4-Anisoila f: 3-Toluila j: 4-Cl-fenila
c¢: 3,4-diCl,-fenila g: o-Naftila k: 3,4-Benzodioxolila
d: 4-Br-fenila h: 4-CF;-fenila

Fonte: A autora (2020).

Toda a caracterizag@o desta série de compostos esta disposta na minha Dissertacdo de

Mestrado (MACIEL, 2016) e alguns dados de caracterizacdo estdo contidos no Apéndice.

4.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS GENICAS E DE AMINOACIDOS DA HKT
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A sequéncia do mRNA parcial da HKT de Adedes aegypti foi obtida no GenBank
(nimero de acesso AF435806.1) e possui 1167 pares de bases. Oligonucleotideos foram
desenhados a partir desta sequéncia para adicionar sitios de restri¢ao das enzimas Kpnl e Xbal

e realizacdo da clonagem com tags de hibridizacao do sistema LIC para expressao em E. coli.

Anotacdes sobre a HKT estao disponiveis no UniProtKB através do codigo de acesso
Q95V15. Neste banco de dados consta informagdes sobre a ligagdo covalente do cofator PLP
com a Lys?% via formagdo de uma base de Schiff (FISCHER et al., 1958). Além disso, constam
também informagdes sobre a sequéncia de aminoacidos, dominios da HKT e proteinas
homologas que serdo discutidos nos proximos topicos (THE UNIPROT CONSORTIUM,
2011).

Outra ferramenta utilizada para analise da sequéncia da HKT foi o ProtParam do
servidor ExPASy. A partir dessa andlise, a massa molecular da R_HKT foi estimada em
43.433,24 Daltons com 388 residuos e ponto isoelétrico tedrico em pH 6,1. Jaa RL_HKT possui
massa molecular de 43.429,26 Daltons com o mesmo numero de residuos de aminoacidos e
ponto isoelétrico da R HKT. Por isso, decidiu-se usar os tampdes em pH 8 para a purificacao
das proteinas recombinantes. O coeficiente de extingdo calculado também foi usado para a
determinacdo das concentragdes reais das proteinas. Os valores obtidos foram 61475 M™.cm™
ou 1,415 M'.cm™! para absorbancia de 0,1% (=1g/L). O indice de estabilidade da proteina
calculado ¢ igual a 38,89 paraaR_HKT e 39,11 paraa RL HKT, considerando-se assim a HKT
uma proteina estdvel (GASTEIGER et al., 2005) .

4.3 AMPLIFICACAO POR RT-PCR

As reagdes de transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) foram realizadas a partir do RNA total extraido das larvas para obtencao do cDNA da
HKT. Amostras do RNA das duas linhagens foram submetidas a reacdo de RT-PCR e o
fragmento de aproximadamente 1100 pares de bases foi amplificado, indicando a presenca de
mRNA no RNA total (Figura 10). O tamanho dos fragmentos obtidos foi consistente com o
esperado, confirmados via sequenciamento ¢ pode-se observar uma Unica banda intensa em
cada amostra, demonstrando a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores desenhados. Os

fragmentos foram excisados do gel de agarose, purificados e clonados em pGEM-T easy.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1% das amostras amplificadas por RT-PCR das linhagens
Rockefeller (R) e RecLab (RL). Cada linhagem foi amplificada em duplicata e um controle negativo foi
adicionado ao experimento. Marcador: 1kb Plus Ladder (Invitrogen®).

Fonte: A autora (2020).

4.4 SUBCLONAGEM EM PET-NUS, PET-M11 E PET TRX PARA EXPRESSAO EM E.
COLI

A subclonagem a partir das construgdes em pGEM-T easy para inser¢cao do gene no
vetor pET foi realizada com o intuito de expressar a HKT das duas linhagens em um sistema
de expressdo de baixo custo e alto rendimento. Assim, a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)
foi realizada com uma minipreparacdo de cada linhagem, em duplicata e utilizando os

oligonucleotideos iniciadores desenhados para clonagem independente de ligase (LIC) (Figura
11).

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% das amostras obtidas a partir da PCR com os oligonucleotideos
iniciadores para LIC. Um controle negativo foi adicionado a cada reagao, substituindo o DNA por agua
ultrapura. Marcador: 1kb Plus Ladder (Cellco Biotec®).

Fonte: A autora (2020).

Apo6s o sucesso da PCR em ambas linhagens, os genes amplificados foram excisados

do gel, purificados e incubados com os plasmideos para a hibridizagdo entre o inserto e o vetor,
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conforme descrito na se¢do 3.6. A combinacdo de trés vetores (pET-M11, pET-Trx e pET-
NUS) com os insertos das duas linhagens de Aedes aegypti (Rockefeller e RecLab) resultou em
seis construcdes, nomeadas com as siglas das linhagens e das proteinas de fusdo dos vetores
(i.e.: R_ NUS ¢ a construgdo da HKT de Rockefeller no vetor pET-NUS). As amostras
hibridizadas foram entdo transformadas em células DHS5a e o experimento de PCR de coldnia
foi realizado para confirmagao da transformagao das colonias escolhidas. Seis colonias de cada
construgao foram selecionadas, totalizando 36 colonias testadas. Dessas, somente duas colonias
nao mostraram amplificacdo e foram descartadas. A constru¢ao da RL HKT em pGEM-T easy

foi utilizada como controle positivo da reagdo (Figura 12).

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo duas das seis reagdes realizadas com as colonias
selecionadas para o experimento. Marcador: 1 kb Plus Ladder (Cellco Biotec®).

Fonte: A autora (2020).

As colonias confirmadas pela PCR foram incubadas em meio de cultura LB para
crescimento das células transformadas e posterior obtengdao das minipreparacdes plasmidiais.
Em seguida, células Rosetta 2 (DE3) foram transformadas com as minipreparag¢des plasmidiais

para expressao da HKT recombinante.

4.5 TESTES DE EXPRESSAO

Testes de condi¢des de expressao da HKT em E. coli foram realizados para otimizar a
quantidade de proteina recombinante na fragao soluvel e alcangar a condigao de expressao com

maior praticidade na etapa de purificagdo. Assim, os seguintes fatores foram variados:

e Temperatura de expressao proteica: 37 °C e 18 °C
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e Meio de cultura: LB com indugdo por IPTG e ZYM-5052 (meio auto-indutor)
e Construcao: R ou RL em NUS, M11 ou Trx

e Tempo de expressao: 3 e 24 horas

Resultados preliminares das expressdes a 37 °C mostraram que praticamente ndo havia
proteina em solucgdo (fracao soluvel), sugerindo a formagao de corpos de inclusao ou agregados

proteicos. Deste modo, essas amostras foram descartadas e seguiu-se com os testes a 18 °C.

Os in6culos incubados a 18 °C foram mantidos sob agitacdo por 24 horas para
aumentar a eficiéncia de expressao proteica. Apos este periodo, aliquotas dos inoculos foram

centrifugadas, submetidas a lise e preparadas para analise em SDS-PAGE 10% (Figura 13).

Apo6s andlise da quantidade de proteina na fracdo soluvel dos trés vetores, foi
observado que a constru¢cdo em pET-NUS foi a mais bem-sucedida em ambas as linhagens.
Contudo, o sitio de ligagao da TEV Protease para clivagem da proteina de fusdo NusA nesse
vetor ¢ menos acessivel que o do pET-Trx. Isso pode ser justificado pela diferenca de tamanho
das proteinas, ocorrendo um efeito estérico para se alcancar o sitio de clivagem (55 kDa da
NusA e 12 kDa da Trx). Entretanto, a presen¢a de uma proteina de fusdo foi necessaria para
observar a expressao da R HKT na fracdo soluvel, ausente no vetor pET-M11. Assim, optou-
se por realizar as expressdes em larga escala com as construgdes das duas linhagens em pET-
Trx e otimizar alguns procedimentos, tais como utilizagdo de sonda ultrassonica (sonicacao)

para aumentar a quantidade da R_HKT na fragado soluvel.
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Figura 13 - SDS-PAGE 10% de aliquotas do teste de expressao das construgdes de R_ HKT e RL_HKT nos
vetores pET-NUS, pET M11 e pET-Trx. As bandas relativas a HKT e suas respectivas proteinas de fusdo estao
destacadas. 1 = fragdo insoluvel e s = fragdo soluvel. Marcador: Protein Ladder Unstained (BioRad®).

Fonte: A autora (2020).

Apos a observacao da notdvel diferenca de solubilidade da HKT entre as duas
linhagens, foram realizadas analises das sequéncias destas duas variantes da HKT para

identificar alguma mutagdo que justificasse a diferenca de solubilidade (Figura 14).



Figura 14 - Alinhamento da sequéncia da HKT anotada no UniProtKB (Q95V15) com as sequéncias das linhagens RecLab (RL_HKT) e Rockefeller (R_HKT).

Fonte: A autora (2020).

65
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Além da mutacdo ja esperada em H360M, foram observadas as mutagdes V1491 e
P215S somente na linhagem Rockefeller. A primeira mutagdo ¢ menos prejudicial a proteina,
pois ambos residuos Valina e Isoleucina contém a cadeia lateral hidrofébica. Ja os residuos
Prolina e Serina sao bem diferentes, por a Prolina ser um aminoacido ciclico e causar restri¢des
a mobilidade conformacional do esqueleto protéico. Por outro lado, a Serina contém uma cadeia
lateral polar com uma hidroxila na parte terminal, possibilitando a formacdo de uma ligagao de
hidrogénio com a 4gua ou residuos polares intra- ou inter-cadeias. Estas duas mutagdes mais
recentes estao localizadas no dominio catalitico da enzima e as implicagdes estruturais dessa
mutag¢do serdo discutidas mais a frente. Contudo, a nivel de expressdo proteica, essas mutagdes

poderiam justificar a drastica mudanca na quantidade e solubilidade da proteina.

4.6 PURIFICACAO DA HKT RECOMBINANTE EXPRESSA EM E. COLI

4.6.1 Purificacdo da R HKT-Trx

A metodologia para a purificagdo da HKT expressa em E. coli foi primeiramente
adaptada para a linhagem Rockefeller e depois testada para a linhagem RecLab. Os protocolos
ja estabelecidos no laboratdrio para outras proteinas purificadas foram usados como base e
contém as seguintes etapas: lise por sonicagdo, primeira cromatografia por afinidade, clivagem

com a TEV Protease, segunda cromatografia por afinidade e gel filtracao.

ApOs a sonicagao das cé¢lulas e recuperacao das proteinas na fracao soluvel, foi feita
uma cromatografia de afinidade para separar as proteinas que tem baixa ou nenhuma afinidade
com o Ni*" imobilizado na resina da coluna (idealmente, somente a proteina recombinante em
estudo deveria ter afinidade por causa da cauda de 6xHis). Foi observado um pico mais intenso
no cromatograma apos a injecao e lavagem da amostra, em que o aumento de imidazol no
tampdo diminui a afinidade da cauda de 6xHis pelo Ni**, resultando na eluicdo da proteina da

coluna (Figura 15).
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Figura 15 - Cromatograma da primeira cromatografia por afinidade na purificacdo da R HKT-Trx, com
destaque ao pico relativo a proteina. O fluxo da fase movel € de 5 mL/min.

Fonte: A autora (2020).

Em seguida, foi feita uma troca de tampao para retirada do imidazol, glicerol e
detergente adicionados nas etapas anteriores pois essas substancias podem diminuir a atividade
da TEV Protease usada para remog¢ao da Trx. O sucesso da clivagem foi analisado por SDS-
PAGE 10% e entdo seguimos para a retirada da Trx livre e a TEV Protease da solucdo da

R_HKT.

Nesta etapa, somente a Trx e a TEV Protease deveriam interagir com a coluna His7rap,
pois a cauda de 6xHis foi clivada da R_HKT pela TEV Protease. Um pico largo de absorbancia

constante foi observado na injecdo da amostra e outros picos mais altos na elui¢cdo, que sdo
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relativos @ TEV Protease e Trx (Figura 16). Aqui, o fluxo na etapa de injecdo e lavagem foi
diminuido para 2,5 mL/min no intuito de aumentar a resolucdo entre os picos e
consequentemente, melhorar a separacao entre as diversas proteinas do meio.

Figura 16 - Cromatograma da segunda cromatografia por afinidade na purificagdo da R HKT. O pico relativo a
proteina de interesse esta destacado. O fluxo da fase movel ¢ de 5 mL/min.

Fonte: A autora (2020).

Portanto, o SDS-PAGE final contendo todas as etapas da purificagdo mostrou que a
proteina apresentou grau de pureza suficiente para realizar os primeiros testes de cristalizacao
(Figura 17). O rendimento final de expressao da R HKT apds a purificagdo completa foi de 5
mg por litro de cultura. Esse valor ¢ alto considerando outros sistemas de expressdo como as

células de inseto Sf9, mas existem relatos na literatura de proteinas que possuem rendimento
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acima de 100 mg por litro de cultura (LIN, Meng I.; NAGATA; KATAHIRA, 2018; TOCAJ et
al., 1995).A RL_HKT sera mais um desses exemplos, como sera discutido no proximo tédpico.

Figura 17 - SDS-PAGE 10% de aliquotas das etapas de purificagdo da R_HKT. As bandas relativas a proteina
de interesse estdo destacadas.

Fonte: A autora (2020).

4.6.2 Purificacdo da RL_HKT-Trx

Os protocolos de purificagao da HKT foram previamente desenvolvidos e sao descritos
na secao 4.6.1 paraa R HKT. Nenhuma diferenca a nivel de perfil de purificacao foi observada,
exceto pelo rendimento da expressdo e consequente rendimento de proteina apds o término da

purificacao (Figuras 18 e 19).

A HKT de ambas linhagens tem a coloragdo amarela em altas concentragdes, o que
facilitou a percepcao visual no processo de purificacao das variantes. Foi possivel acompanhar
a localizagdo da proteina na coluna em todas as etapas, inclusive nas cromatografias por
afinidade (apesar da coluna ter coloracao azulada, em altas concentracdes a mudanga para o
amarelo foi totalmente perceptivel). Além disso, a quantidade de proteina observada no
processo de purificacdo da RL__HKT nos atentou ainda mais a analisar as sequéncias e compara-

las para entender essa discrepancia na expressao.
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Figura 18 - Cromatograma da primeira cromatografia por afinidade na purificacdo da RL_HKT-Trx. Essa etapa
da purificagao foi dividida em duas partes por receio de exceder a capacidade da coluna. Os picos relativos a
proteina de interesse estdo destacados. O fluxo da fase movel € de 5 mL/min.

Fonte: A autora (2020).

Figura 19 - Cromatograma da segunda cromatografia por afinidade na purificagdo da RL_HKT. O fluxo da fase
movel ¢ de 5 mL/min.

Fonte: A autora (2020).

O protocolo de purificacdo também foi eficiente para a variante RL__HKT a nivel

pureza na analise eletroforética (Figura 20).
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Figura 20 - SDS-PAGE 10% de aliquotas das etapas de purificagdo da RL_HKT. As bandas relativas a proteina
de interesse estdo destacadas.

Fonte: A autora (2020).

O rendimento final de expressao da RL HKT foi de 150 mg por litro de cultura, valor
30 vezes maior que a R HKT. Este rendimento ¢ mais que suficiente para os ensaios propostos
e reduz os custos de expressdo e purificagdo, pois menores volumes de cultura bacteriana e

tampodes nas cromatografias serdo necessarios para obter a quantidade desejada de proteina.

4.7 TRIAGEM DE CONDICOES DE CRISTALIZACAO

4.7.1 R_HKT

Mais de 15 kits e condigdes com variagdes sistematicas (grid screens) foram triados
na tentativa de cristalizar a R_ HKT (Tabela 15). A partir destas triagens, cristais de diversos
formatos e tamanhos foram observados em mais de 20 diferentes condigdes de cristalizagao
(Figura 22). Notou-se durante as primeiras coletas de dados no LNLS que cristais maiores e de
vértices bem definidos geravam padrdes de difracdo com resolugdes mais altas e menor
mosaicidade. Contudo, os programas de processamento de dados detectaram que os cristais que
geraram esses conjuntos de dados estavam geminados (twinned). Isso significa que existe mais
de um tipo ou orientacdao da célula unitaria no monocristal e por isso, os dados poderiam ser
processados incorretamente. O pseudo-merohedral twinning foi detectado em alguns conjuntos
de dados, identificando sobreposic¢ao dos padrdes de difracdo de diferentes orientacdes da célula
unitaria no cristal (Figura 21) (WLODAWER et al., 2017). Assim, continuou-se a testar outras
condigdes com o objetivo de contornar o twin e obter um conjunto de dados com maior

resolucdo (acima de 2,7 A).
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Tabela 15 - Triagem por kits (coarse screens) de condi¢des de cristalizacdo da R HKT. As condig¢des dos kits
em que cristais difrataveis foram observados estdo detalhadas com composicao, temperatura de cristalizagdo e
ligante (quando houver).

Kits POGQS com Conc’entrag:ao de Condic¢ao de cristalizacao
cristal proteina (mg/mL)
. 0,1 M HEPES pH 7,5
Classics 4 > 2 M Formato de amonio
0,1 M Tris pH 8,5
SaliR D3 > 2.5 M NH:NO;
x D12 10 0,1 M Tris pH 8,5
4 M NaNO;
0,2 M Citrato tripotassico
JEsG AT 10 20% (m/v) PEG 3350
0,1 M Cacodilato de sodio pH 6,5
JCSG + D10 5e¢10 0,2 M Acetato de calcio hidratado
40% (v/v) PEG 300
0,1 M Tris pH 8,5
Al2 5e¢10 0,2 M Citrato trissodico
PEGs 11 30% (m/v) PEG 400
10% (m/v) PEG 8000
HI2 >ell 10% (m/v) PEG 1000
Crvstal Sereen 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
ny Lol D3 5¢10 2 M (NH,):S04
2% (v/v) PEG 400
Additive (vide . Ny
Screen HT Apéndice 2) S5el0 (vide Apéndice 2)
0,2 M Tartarato de sodio e potassio tetra-
H2 10 hidratado
20% (m/v) PEG 3350
0,2 M Malonato de sddio pH 7
Index H3 10 20% (m/v) PEG 3350
0,2 M Citrato de amonio tribasico pH 7
H4 10 20% (m/v) PEG 3350
360 uM PLP

Em todas a triagens, as proteinas foram cristalizadas em placas com gota sentada de 96 pogos. Quando néo especificado, o
crescimento dos cristais foi observado a 18 °C.

Fonte: A autora (2020).
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Figura 21 - Exemplo de merohedrical twinning em duas dimensdes. A sobreposi¢ao de diferentes
orientagdes da célula unitaria no cristal pode ser detectada por testes de twinning como realizado pelo programa
Xtriage. Estas diferentes orientacdes estio relacionadas por operadores de simetria chamados de lei do twin e
dependem do grupo pontual do cristal.

Fonte: Adaptado de WLODAWER et al., 2017.

Os primeiros cristais observados da R HKT cresceram a partir da triagem por kits
(coarse screens). A partir dai, foram avaliadas as possiveis condi¢des de cristalizacdo a ser
otimizadas para obter cristais com maior poder de difragdo. Cristais muito pequenos como
esferulitas (Figura 22K) e bastdes (Figura 22G) ou geminados (Figuras 221 e 22J) mesmo apos
otimizag¢des foram desconsiderados. Ja cristais maiores € em maior quantidade (Figura 22A)

foram escolhidos como promissores para as otimizagdes da condigdo de cristalizagao.
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Figura 22 - Cristais da R_HKT e suas respectivas condi¢des de cristalizagdo. As imagens foram
obtidas a partir de microscopio com aumento de 7,5X.

: '

- SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 2% (v/v) PEG 400; 18 °C
- HD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 2% (v/v) PEG 400; 18 °C
- SD; 0,3 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 2% (v/v) PEG 400; 18 °C
:HD
D

| .
| l

; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,4; 2% (v/v) PEG 400; 4 °C
;0,35 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 0,5% (v/v) PEG 400; 18 °C
D; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,4; 2% (v/v) PEG 400; 360 uM PLP; 18 °C
G: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 2% (v/v) PEG 400; 0,3% (m/v) cloridrato de 1,5-
diaminopentano; 18 °C
H: SD; 0,2 M Citrato de tripotassio; 20% (m/v) PEG 3350; 18 °C
1: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,) ,SO,; 2% (v/v) PEG 400; 2,5 mM p-toluenosulfonato de sédio; 18 °C
J: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,4; 2% (v/v) PEG 400; 30 mM NDSB - 195; 18 °C
K: SD; 0,2 M Tartarato de sddio e potassio tetrahidratado; 20% (m/v) PEG 3350; 18 °C
L: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 2% (v/v) PEG 400; 2,5 mM L-Arginina; 18 °C
M: SD; 0,2 M Citrato de tripotassio; 20% (m/v) PEG 3350; 1:10 azul de metileno
SD: placas com gota sentada  HD: placas com gota suspensa

DTMO O W >

:H
: Sl

Fonte: A autora (2020).

Fatores como o tipo de placa de cristalizagdo, temperatura de incubagado e concentragao
dos reagentes que compdem a condi¢do de cristalizacdo foram variados pois estes influenciam
diretamente no tempo de crescimento e tamanho do cristal. Na condigdo inicial, cristais foram
observados apods 72 horas de incubagao a 18 °C em placas com gota sentada. Contudo, quando
a mesma condi¢ao de cristalizagdo foi reproduzida em placas com gota suspensa, a nucleagdo
foi observada apos 2 horas de incubacao e cristais formados ap6s 24 horas de incubagdo a 18
°C (Figura 23). Apesar do répido crescimento do cristal ser favoravel a formac¢ao do twin, foi
observado em placas de gota suspensa o crescimento de cristais maiores (Figura 22B) e com
resolucdes mais altas no padrao de difracdo do que a mesma condi¢ao em placas de gota sentada

(Figura 22A). A temperatura de incubagdo das placas também favoreceu o crescimento de
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cristais maiores (Figura 22D) e com até 24 horas a mais de incubag¢do para observar a formagao
de cristais.

Figura 23 - Cristais da R_HKT em formacdo. A imagem foi obtida a partir de microscépio com aumento de
7,5X%.

Fonte: A autora (2020).

Por fim, também foram variadas as concentragdes dos trés componentes da condigao:
HEPES-NaOH (tampao), sulfato de amdnio e PEG 400 (precipitantes), além do pH do tampao.
Contudo, ndo foram observados cristais em pH diferente de 7,5 e em concentragcdes menores de
sulfato de amoénio (até¢ 1,8 M). Uma das formas de retardar o crescimento dos cristais €
diminuindo a concentragdo do sulfato de amonio. Contudo, a alta concentragdo deste sal ¢ um
requisito para a formagao dos cristais da HKT. Foram observados cristais maiores € em menor
quantidade em até¢ 0,3 M de HEPES-NaOH pH 7,5 (Figura 22C). Porém, quando ultrapassada
essa concentragao ¢ diminuida a concentracao de PEG 400, os cristais mudavam do formato de
bastdes para “vassouras” (Figura 22E), perdendo a qualidade de um monocristal. Varios cristais
também foram observados na tentativa de cristalizar a R HKT com aditivos (Figuras 22G, 221,
22] e 22L), mas o tamanho e a geminacgdo dos cristais impediram a continuidade dessa

estratégia.

Outra condigao de cristalizagao que a principio seria promissora, ¢ a que contém citrato
tripotassico e PEG 3350 (Figura 22H) por ser a mesma condicao de cristalizagao da HKT de
Anopheles gambiae. Durante as primeiras triagens, o citrato tripotassico nao estava disponivel
no laboratorio e entdo foi feito o teste com o corante Izit de cristal (Hampton Research®),
adicionando 1 pL da solugdo que contém azul de metileno ao pogo contento o cristal com o
auxilio de uma lupa para visualizagdo. O método ¢ usado para diferenciar cristais inorganicos
de cristais de macromoléculas. Este ultimo possui canais em que pequenas moléculas podem
penetrar e por causa da coloragdao caracteristica do azul de metileno, o cristal de proteina
também mudara de cor apds a incubagdo com o corante. Assim, o cristal mudou de amarelo

para azul (Figura 22M), sendo esse um forte indicio de que ¢ um cristal da R_HKT. Os ensaios
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de cristalizacdo foram realizados nesta condi¢do de cristalizagdo em placas de gota suspensa
com variacdo fina dos componentes da condi¢do original e incubacdo das placas a 4°C e 18 °C.
Todavia, ndo houve formacao de cristal da HKT em nenhuma das condi¢des. Ao final, 1.536

condig¢oes de cristalizagdao foram testadas para a variante R HKT.

4.7.2 RL_HKT

Para a RL_HKT, todos os kits JBScreen Classic e PACT++ foram triados além das
otimizagdes por variagdes sistematicas (grid screens), totalizando mais de 1.250 condic¢des de

cristalizagdo (Tabela 16).

Tabela 16 - Triagem por kits (coarse screens) de condi¢des de cristalizacdo da RL_HKT. As condi¢des em que
cristais difratdveis foram observados estdo detalhadas com composicdo, temperatura de cristalizagao e ligante
(quando houver).

Pocos com Concentracao de
cristal proteina

Kits Condicao de cristalizagao

0,1 M Tris pH 8,5

0,2 M Citrato trissodico
30% (m/v) PEG 400
360 uM PLP

0,1 M HEPES pH 7,5
0,2 M Acetato de sodio
20% (m/v) PEG 3000
Incubacédo a 4 °C

0,1 M Tris pH 8,5

0,2 M Sulfato de litio
16% (m/v) PEG 4000
360 uM PLP

0,1 M Tris pH 8,5

0,2 M Acetato de sodio
16% (m/v) PEG 4000
360 uM PLP

0,1 M Tris pH 8,5

Cl1 5 0,2 M Sulfato de litio
20% (m/v) PEG 4000
0,1 M Tris pH 8,5

0,2 M Sulfato de litio
20% (m/v) PEG 4000
360 uM PLP

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
0,1 M Sulfato de sodio
22% (m/v) PEG 4000
Incubagio a 4 °C

0,1 M Tris pH 8,5

0,2 M Cloreto de magnésio
30% (m/v) PEG 4000
360 uM PLP

Al2 5el0

B11 10

C7 10

C8 10
JBScreen
Classic 1-4

Cl1 10

D1 5

DI11 10




Continuagdo da Tabela 16
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Kits

Pocos com
cristal

Concentracao de
proteina (mg/mL)

Condic¢ao de cristalizagao

JBScreen
Classic 1-4

E8

10

0,1 M Citrato trissédico pH 5,6
0,2 M Sulfato de amonio

15% (m/v) PEG 4000

360 uM PLP

F7

10

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
0,2 M Sulfato de litio

0,1 M Acetato de sodio

25% (m/v) PEG 4000

G8

10

16% (m/v) PEG 6000
0,01 M Citrato trissodico
360 uM PLP

H11

10

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
10% (m/v) Etilenoglicol
10% (m/v) PEG 8000
Incubacédo a 4 °C

JBScreen
Classic 5-8

Ab

10

0,1 M Citrato trissodico
0,05 M Sulfato de amoénio
15% (m/v) PEG 8000
360 uM PLP

B5

10

14% (m/v) PEG 10000
0,1 M Imidazol pH 8

D3

10

0,1 M MES pH 6,5

2 M Sulfato de aménio
5% (m/v) PEG 400
Incubacédo a 4 °C

D3

10

2 M Sulfato de aménio
5% (m/v) PEG 400

0,1 M MES pH 6,5
360 uM PLP

D5

10

2,2 M Sulfato de amonio

D5

2,2 M Sulfato de amonio
Incubagdo a 4 °C

El1l

10

30% (m/v) 2-Metil-2,4-pentanodiol
0,1 M Acetato de sddio pH 4,6
0,02 M Cloreto de calcio

PACT ++
(Proteolise in
situ)

E3

10

20% (m/v) PEG 3350
0,2 M Iodeto de sddio
0,5 pg/mL Tripsina-EDTA

E3

10

20% (m/v) PEG 3350
0,2 M ITodeto de sddio

5 ug/mL Tripsina-EDTA
Incubagdo a 4 °C

E4

10

20% (m/v) PEG 3350
0,2 M Tiocianato de potassio
5 ug/mL Tripsina-EDTA

E4

10

20% (m/v) PEG 3350

0,2 M Tiocianato de potassio
0,5 pg/mL Tripsina-EDTA
Incubagdo a 4 °C

Em todas a triagens, a proteina foi cristalizada em placas de gota sentada de 96 pogos. Quando ndo especificado, o crescimento dos cristais
Fonte: A autora (2020).

foi observado a 18 °C.
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Os primeiros cristais obtidos em placas de gota suspensa foram na mesma condigdo de
cristalizagdo dos cristais da R HKT (0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 2% PEG
400). As mesmas otimizagdes de temperatura e concentracdo também foram realizadas na
tentativa de contornar os cristais geminados (twin). Porém, as triagens com os kits da JBScreen

geraram mais cristais de diferentes formatos e tamanhos como cubos e agulhas (Figura 24).

Figura 24 - Cristais da RL_HKT e suas respectivas condigdes de cristalizagdo. As imagens foram obtidas a
partir de microscopio com aumento de 7,5X.

A: HD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,4; 0,5% (v/v) PEG 400; 4 °C

B: SD; 20% PEG 3350; 0,2 M Nal; 0,5 yg/mL Tripsina-EDTA; 4 °C

C: SD; 0,1 M MES pH 6,5; 2 M (NH,),SO,; 5% (v/v) PEG 400; 18 °C

D: SD; 20% (m/v) PEG 3350; 0,2 M KSCN; 0,5 pug/mL Tripsina-EDTA; 18 °C

E: SD; 20% (m/v) PEG 3350; 0,2 M Nal; 5 yg/mL Tripsina-EDTA,; 4 °C

F: SD; 20% (m/v) PEG 3350; 0,2 M KSCN; 0,5 pg/mL Tripsina-EDTA; 4 °C

G: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 8,5; 0,2 M Sulfato de litio; 0,1 M Acetato de sédio; 20% (m/v) PEG 4000; 18 °C
H: HD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 10% (v/v) Etilenoglicol; 10% (m/v) PEG 8000; 4 °C

I: SD; 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5; 0,2 M Acetato de sédio; 20% (m/v) PEG 3000; 4 °C

J: SD; 20% PEG 3350; 0,2 M Nal; 0,5 pg/mL Tripsina-EDTA; 18 °C

K: SD; 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de litio; 20% (m/v) PEG 4000; 360 uM PLP; 18 °C

L: SD; 0,1 M BIS-TRIS propano pH 8,5; 0,2 M Citrato de trisédio; 20% (m/v) PEG 3350; 18 °C

M: SD; 0,1 M MES pH 6,5; 2 M (NH,),SO,4; 5% (v/v) PEG 400; 4 °C

N: HD; 0,25 M HEPES-NaOH pH 7,5; 2 M (NH,),SO,; 0,5% (v/v) PEG 400; 18 °C

SD: placas com gota sentada  HD: placas com gota suspensa

Fonte: A autora (2020).

Foi observado que por mais que a RL_HKT cristalizasse na mesma condi¢dao que a
R_HKT, houve maior formacao de precipitados em torno dos cristais para a primeira linhagem
(Figura 24A). Além disso, também foram formados os cristais de formato “vassoura”, mas em

maiores dimensdes e menor quantidade (Figura 24N). Estes cristais foram testados durante os
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experimentos de difracdo de raios X e como esperado, ndo geraram um padrao de difracdo de

qualidade.

Os cristais da RL_HKT também apresentaram novos formatos como cubos de
diferentes tamanhos (Figuras 24G, 24K e 24L), agulhas geminadas em experimentos de
protedlise in situ (Figuras 24B, 24D e 24J) e na auséncia de protease (Figura 24I), placas
contendo diferentes concentragdes de Tripsina (Figuras 24E e 24F) e também na auséncia de
Tripsina (Figura 24H). Das 14 condigdes de cristalizagdo acima citadas, cinco continham
tampao HEPES-NaOH. Além disso, a dependéncia da cristalizagdo em condi¢des tamponadas
foi observada pois nos experimentos de protedlise in situ a RL_HKT cristalizou em solugao
contendo apenas sal e precipitante. A condicao de cristalizagao D3 do kit JBScreen Classic 5-8
foi a mais promissora para resolucdo do problema dos cristais geminados (twin), pois foi
observado um monocristal de faces bem definidas e gota sem precipitados (Figura 24M).
Porém, o cristal que gerou o melhor padrao de difragdo (alta resolugdo com baixa mosaicidade)
foi o da condi¢@o que contém 0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 10% (m/v) PEG 8000 e 10% (v/v)
etilenoglicol (Figura 24H). Essa condi¢do também foi reproduzida em placas de gota suspensa

e os cristais obtidos foram difratados e seus conjuntos de dados coletados.

4.8 COLETA DE DADOS DOS CRISTAIS

4.8.1 R_HKT

Ao todo, 12 conjuntos de dados foram coletados de cristais da R HKT (todos
provenientes das otimizagdes feitas a partir da condi¢do D3 do kit Crystal Screen 1 e 2). Os
critérios usados para a escolha da coleta dos dados foram a nitidez e separagao das reflexdes no
padrao de difracao (alta mosaicidade ou pontos “arrastados” normalmente sdao caracteristicos
de cristais de baixa qualidade) e a presenca de reflexdes em resolucdes maiores que 3 A. No
primeiro momento, dois conjuntos de dados foram coletados: a partir de cristais crescidos em
placas de gota suspensa a 18 °C, um deles sem solucdo crioprotetora € o outro com solucao
crioprotetora de 20% de etilenoglicol (Figura 25). Em geral, as imagens de difracdo foram
coletadas a cada 0,5°, cobrindo ao menos 180° do cristal. Apesar do padrdo de difracdo
apresentar reflexdes bem definidas, visualmente s6 foram identificadas reflexdes em até 3 A de
resolucdo maxima e nenhuma condi¢do de cristalizacdo anteriormente testada apresentou
aumento na resolu¢do maxima. Por isso, foram feitas novas otimizagdes com a variagdo de

concentragdes de tampao HEPES-NaOH pH 7,5 e PEG 400 (Figura 26).



Figura 25 - Padrio de difragdo de cristais da R_HKT na auséncia (esquerda) e presenga (direita) de solugio crioprotetora.

Fonte: A autora (2020).
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Figura 26 - Padrdo de difracdo de cristais da R_HKT formados em 50 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 € 2% PEG 400 (A), 300 mM HEPES-NaOH pH 7.5,2 M
(NH4)2S04 e 2% PEG 400 (B) ¢ 100 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4, 2% PEG 400 ¢ 20 mM NDSB - 221 (C).

Fonte: A autora (2020).
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No segundo experimento, foram coletados mais trés conjuntos de dados da R HKT:
dois provenientes da variacdo da concentra¢do de tampao HEPES-NaOH e o terceiro a partir
da triagem com o kit Additive Screen contendo NDSB-221 (Figura 27). Estes novos cristais
geraram padrdes de difragdo com reflexdes mais intensas e presencga de reflexdes em resolucdes

mais altas (2,5 A para os conjuntos sem o aditivo e 2,3 A no conjunto contendo o aditivo).

O NDSB-211 ¢ uma sulfobetaina ndo-detergente conhecida por estabilizar proteinas,
reduzindo a agregacdo (VUILLARD; BRAUN-BRETONT; RABILLOUDT, 1995) e
auxiliando na cristalizacdo dessas proteinas (VUILLARD et al., 1996). A estrutura quimica do
NDSB-221 ¢ similar ao HEPES, em que ambos tém estrutura zwitterionica, contém anéis

nitrogenados € um grupamento sulfonato em uma das extremidades (Figura 27).

Figura 27 - Similaridade quimica entre as moléculas HEPES e NDSB-221.

K\ /\:\\S\/ ’
N \
Y. T\)

HEPES

8 O\\S/O'
| \/\\/ \\o

NDSB-221

Fonte: Extraido de GOOD et al., 1980; VUILLARD et al., 1996.

Compostos zwitterionicos sdo conhecidos na literatura por funcionarem como
estabilizantes na purificacdo de proteinas (GONENNE; ERNST, 1978; LIN, Weifeng et al.,
2013), transportadores em drug delivery transdérmico (MAZZENGA; BERNER, 1991) e até
medicamentos anti-HIV (PANG; TOM; ZHENG, 2009; WILD et al., 1994) e para diabetes
(MOHAN; PINTO, 2007). Uma das formas de determinar o modo de interacdo do HEPES e
NDSB-221 com a HKT ¢ na determinagao da estrutura cristalografica e observacgao da provavel
presenga dessas moléculas no cristal. Assim, sera possivel determinar se a interagdo ¢

superficial a proteina ou esta relacionada ao sitio ativo.



83

No terceiro experimento de difragdo de raios X, foram coletados sete conjuntos de
dados de cristais da R HKT. As otimizagdes nessa etapa incluem a incubagdo a 4 °C, gotas
com 4 pL de proteina (para obtengao de cristais maiores) e cocristalizagao com PLP (incluindo

a variagao da concentragao de tampao HEPES-NaOH e PEG 400) (Tabela 17).

Tabela 17 - Cristais que geraram os conjuntos de dados coletados no terceiro experimento de difracdo de raios X
e suas respectivas resolugdes.

, e Resolucao
Caracteristica dos - T s
. L. Condicao de cristalizacao maxima
cristais
A)*

0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2S04, 0,5% PEG 24
400 e 360 uM PLP ’

Cocristal com PLP
0,2 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4, 1% PEG 25
400 e 360 uM PLP ’
0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 0,5% 71
PEG 400 ’

Gotas de 4 pL

0,2 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 e 1% PEG o
400 ’
0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 0,5% 20
PEG 400 ’

Incubagdo a 4 °C
0,15 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 1% PEG 1.9
400 ’

~ o 0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 0,5%
Incubagdo a 18 °C PEG 400 2,1

*Identificagdo visual das reflexdes no programa ADXV(ADXV, 2013).
Fonte: A autora (2020).

Na cocristalizacdo com o PLP, nao houve diferenga entre as resolu¢des com a variagao
da concentragdo de PEG 400 e HEPES-NaOH. J4 para os cristais maiores, a diminui¢do das
concentragdes desses componentes foi crucial para o aumento da resolucdo do padrio de
difragdo. Em relagdo a temperatura, a incubagdo a 4 °C foi o fator mais importante para o
aumento da resolu¢io maxima, gerando conjuntos de dados com resolu¢des menores que 2,0 A
(Figuras 28 e 29). Apesar de todos esses esfor¢os, o problema do cristal geminado (twin) ndo

foi contornado.

4.8.2 RL_HKT

Os experimentos de difragao de raios X com os cristais da R HKT resultou na coleta

de quatro conjuntos de dados: dois provenientes de otimizagdes da condi¢ao D3 do kit Crystal
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Screen 1 e 2 e dois resultantes da triagem com os kits da JBScreen (condicdo H11 do kit
JBScreen Classic 1 —4).
Figura 28 - Padrdes de difragdo de cristais da R HKT formados em 0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5,2 M
(NH4),804 € 0,5% PEG 400 (A), 0,15 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH,),804 e 1% PEG 400 (B), 0,1 M

HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH,),S0; € 0,5% PEG 400 (C) e 0,2 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4),SO4 e
1% PEG 400 (D).

A _ B

Fonte: A autora (2020).
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Figura 29 - Padrdes de difragio de cristais da R HKT formados em 0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)>SO4, 0,5% PEG 400 e 360 uM PLP (A), 0,2 M HEPES-NaOH
pH 7.5, 2 M (NH4),SO4, 1% PEG 400 ¢ 360 uM PLP (B) ¢ 0,1 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4)2SO4 ¢ 0,5% PEG 400 (C).

Fonte: A autora (2020).
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A questdo da formagdo do fwin mostrou-se independente da variante da HKT, pois
também foi observada nos cristais da RL. HKT. Apesar disso, foi possivel coletar dois
conjuntos de dados a partir da otimizagdo da condi¢ao H11 do kit JBScreen Classic 1 — 4 em
placa de gota suspensa (Figura 30).

Figura 30 - Padroes de difragdo de cristais da RL__HKT formados em 0,4 M HEPES-NaOH pH 7.5, 1,9 M

(NH4)2S04 e 2% PEG 400(A), 0,15 M HEPES-NaOH pH 7.5, 2 M (NH4),SO4, 1% PEG 400 e 360 uM PLP (B)
¢ 0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5, 10% Etilenoglicol e 10% PEG 8000 (C e D).

Fonte: A autora (2020).



87

Nao houve aumento nas resolugdes dos conjuntos de dados obtidos da nova condic¢ao
de cristalizacdo, mas diferencgas no padrao de difracdo sdo visiveis, sendo esta uma evidéncia
da mudanca do grupo espacial. Além disso, o objetivo de contornar os dados twinning foi

alcancado para a RL HKT. A R_HKT ndo formou cristais nessa condi¢ao de cristalizagao.

4.9 PROCESSAMENTO E REFINAMENTO DOS DADOS CRISTALOGRAFICOS

Devido ao éxito em obter conjuntos de dados sem twinning para a variante RL_HKT, esta
foi a primeira estrutura a ser resolvida com sucesso. Por este motivo, esta proteina sera

primeiramente discutida nesta sec¢ao, seguida da variante R HKT.

4.9.1 RL_HKT

Apo0s o processamento do conjunto de dados pelos programas XDS e Aimless, o arquivo
das reflexdes foram submetidos a analise da qualidade dos dados e determinagdo da lei do twin
pelo programa Xtriage (Tabela 18). Também foram avaliados pelo Xtriage os dados estatisticos
de saida do Aimless (como a sugestao do corte de resolugdo de acordo com o I/c(I)) e os valores
estatisticos importantes para a caracterizacdo do conjunto de dados como a completeza ¢ a

multiplicidade, que serdo apresentados mais a frente.

Tabela 18 - Dados obtidos apds o processamento e avaliacdo do Xtriage para os conjuntos de dados da

RL_HKT.
s C e s Resrol.ug:ao Grupo Alertas Lei do
ID Condicao de cristalizaciao maxima . ww . .
(A)* espacial Xtriage twin

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
1 10% Etilenoglicol 2,44 P 21212; -
10% PEG 8000 !
0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
2 10% Etilenoglicol 2,25 P 22,2 - -
10% PEG 8000
0,15 M HEPES-NaOH pH

N3o ha lei de

7.5 twin para o
3 2 M (NH4)2SOq4 2,04 P 6522 -

1% PEG 400 ef"‘;ﬁ% |

360 uM PLP p

0,4 M HEPES-NaOH pH

7.5 Fracao do h, -h-k,
4 19 M (NH.):S04 2,80 Po fwin 0,20 1

2% PEG 400 ()

(1) Cristais crescidos a 4 °C
* Resolugdo definida de acordo com o I/o(I) > 2
** Definido pelo Pointless. Fonte: A autora (2020).
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A analise do contetido da célula unitaria a partir do coeficiente de Matthews foi
realizada pelo programa Matthews do pacote CCP4. O programa Xtriage encontrou problemas
em alguns conjuntos de dados, em que o padrao das reflexdes esta diferente do esperado para
um conjunto sem twin. Contudo, ndo ha possibilidade de lei de twin para o grupo espacial.
Assim, o programa sugere o reprocessamento dos dados para determinar se o problema ¢

relacionado ao processamento ou a qualidade do conjunto de dados.

As resolucdes méximas calculadas pelo Aimless de acordo com o I/o() sdo mais altas
que as identificadas visualmente durante a coleta de dados. Isso mostra a importancia da
obten¢do do conjunto de dados mesmo quando na identificagdao visual o padrdao de difragao
mostra-se insatisfatorio. A definicao da resolugdo méxima do modelo foi feita nessa etapa,
durante a geracdo do unico arquivo de reflexdes. Todos os conjuntos de dados foram
processados e avaliados por estes programas. O conjunto de dados inicialmente selecionado
para constru¢do do modelo foi o ID 1 por ndo ter o problema do cristal geminado (twin). A
analise do conteudo da célula unitaria definiu com a maior probabilidade a presenca de 4
moléculas por unidade assimétrica (UA) e 49,65% de solvente (Figura 31). Os 388 residuos

foram modelados em cada mondmero de massa de 43,4 kDa.

Figura 31 - Componentes da unidade assimétrica do cristal da RL__HKT. Cadeias A, B, C e D em azul, laranja,
verde e roxo, respectivamente. Cada sitio ativo estd ocupado por uma molécula do cofator PLP (em vermelho) e
as moléculas de agua estdo representadas por pequenas esferas.

Fonte: A autora (2020).



89

Nao ha residuos ausentes internamente as cadeias pois o programa AutoBuild foi usado
para a construcdo de um loop entre os residuos Lys>® e Arg®!3e residuos no C-terminal que nio
foram adicionados nas etapas iniciais da constru¢do do modelo. A RL HKT foi observada como
um homodimero cristalografico, caracteristico de enzimas PLP-dependentes do tipo I
(SCHNEIDER; KACK; LINDQVIST, 2000). Os mondmeros estdo relacionados por um eixo
de simetria C2,em que a rota¢do da estrutura em 180° mostrard a mesma imagem da RL_HKT,
mas relacionada ao outro monémero (Figura 32).

Figura 32 - Homodimero cristalografico e funcional da RL_HKT e o eixo de simetria que relaciona os dois
mondmeros.

Fonte: A autora (2020).

As interacdes predominantes que estabilizam o homodimero sdo 13 interagdes
eletrostaticas e 34 ligagdes de hidrogénio distribuidas por toda a interface entre os mondmeros
(Tabela 19). A 4rea de interface média entre o PLP e a cadeia correspondente ¢ de 223,43 A2 e
67,75 A> com o mondmero relacionado. Nio ha ligacdes dissulfeto entre os mondmeros no

homodimero. Estas analises foram feitas pelo programa PISA.

Tabela 19 - Anélise da interface entre os quatro monomeros da unidade assimétrica realizada pelo programa

PISA.
. . 1 . ,» Energia de solvatagio
Cadeia Cadeia Area de interface (A?)
(kcal/mol)
D C 3773,52 -65,65
B A 3746,92 -71,84
D B 537,37 -5,30
C A 527,21 -5,11

Fonte: A autora (2020).
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Por causa da alta identidade entre a AgHKT e a AeHKT (79%), o CATH (banco de
dados de classificacdo de proteinas) sugeriu que cada monomero da RL_HKT possui dois
dominios muito similares com os da AgHKT: um dominio N-terminal formado pelos residuos
30-278 e um dominio C-terminal que inclui os residuos 2-29 e 279-388 (Figura 33). O dominio
N-terminal (CATH 3.40.640.10) ¢ um sanduiche de 3 camadas afa formado por 7 hélices a e
7 fitas f.

Figura 33 - Mondmero da RL_HKT, composto de dois dominios de classificagdo af. As cores da representagio

evidenciam a dire¢do da cadeia que se inicia no N-terminal (azul escuro) e se finaliza na regido C-terminal
(vermelho).

Dominio C-terminal Dominio N-terminal

Fonte: A autora (2020).

Estas estruturas secundarias estdo intercaladas ao longo da sequéncia da proteina e
conectadas por longos /oops. A disposi¢do das fitas § na parte hidrofobica da estrutura forma

uma folha  em formato de sela. Essa curvatura ¢ caracteristica de fitas B paralelas, que precisam
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dessa rotacdo para manter as ligagdes de hidrogénio entre as fitas. As hélices a ficam dispostas
ao redor da folha 3, em contato com o solvente. O dominio C-terminal (CATH 3.90.1150.10) ¢
composto pelo brago N-terminal que mantém os mondmeros do homodimero unidos e os 110
residuos finais da estrutura, formando um complexo aff. O brago N-terminal ¢ composto uma
volta de hélice a, importante para a disposi¢do dos residuos que interagem com o mondmero
relacionado (Ser®, Ser’, Leu'®e Arg!!). O complexo af possui fitas B antiparalelas e a disposicdo
das estruturas secundarias nao ¢ alternada como no outro dominio e predominantemente
formado por hélices a. A jungao dos dois dominios gera um mondmero com pouca simetria,

mas com arquitetura bem diversa (Figura 34).

Figura 34 - Identificagdo das hélices a (H) e fitas B (S) no monomero A da RL_HKT.

Fonte: A autora (2020).

Cada homodimero da RL_HKT ¢ composto por dois sitios ativos formados por
residuos de ambas cadeias. Os sitios dos dois homodimeros estdo preenchidos uma molécula
do PLP (Figura 35). As interagdes que mantém o PLP no sitio ativo sdo a ligagdo covalente
com a Lys?®, ligacdes de hidrogénio com os residuos A/Ser’’, A/Ala’®, A/His”, A/Ser'>,
A/Asp'”, A/GIn** B/Tyr*>¢ e B/Thr**° e intera¢des de van der Waals com os residuos A/Trp!'%,
A/Gly'? A/Val'®| A/Ala'®? e B/His*®* (Figura 36). A analise dessa interagdo foi feita pelo
programa LigPlot".
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Figura 35 - Modelo e mapa de densidade eletronica do PLP no sitio ativo da RL_HKT.

Fonte: A autora (2020).

Figura 36 - Interacdes de van der Waals e ligagdes de hidrogénio entre o PLP e os residuos do sitio ativo da
RL_HKT.

Tyr256(B) .,
CB

Ser77(A)

is258(B)
His79(A)

NE2

Vall81(A)

tp104(A)

CB,

Gly152(A) Aspl79(A)

o€

Alal82(A)
o Ser154(A)

Fonte: A autora (2020).

Foi relatado no trabalho de Oliveira e colaboradores que o sitio ativo das enzimas

AgHKT e AeHKT sio idénticos em um raio de 7 A em relagdo ao 4-OB, o inibidor
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cocristalizado da AgHKT (OLIVEIRA et al., 2013). A estrutura tridimensional destas enzimas
¢ bem conservada, com um desvio médio quadratico (RMSD) de 0,4 A em relacdo a cadeia

principal (Figura 37).

Figura 37 - Alinhamento estrutural e sequencial entre as enzimas RL_HKT (azul) e sua homologa AgHKT
(rosa) (painel superior). Os residuos em rosa no alinhamento sequencial correspondem aos residuos conservados
entre as enzimas (painel inferior).
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Fonte: A autora (2020); extraido de ROSSI, et al., 2006.

Os residuos nao conservados estdo dispostos em toda a estrutura da AgHKT, incluindo

hélices a e fitas . Contudo, os residuos A/Leu**’, A/Phe*! e D/Pro*** estdo dispostos no canal
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de entrada para o sitio ativo. Estas muta¢cdes podem influenciar na seletividade do inibidor

(Figura 38).

Figura 38 - Distribuicdo dos residuos ndo conservados da AgHKT em relacdo a RL__HKT (em cinza). Os
residuos Leu-347, Phe-351 e Pro-253 estdo dispostos no canal de entrada para o sitio ativo, o que pode
influenciar na seletividade de moléculas para entrada no sitio ativo.

Fonte: Da autora; extraido de ROSSI, et al., 2006.

O alinhamento estrutural entre as enzimas R HKT, AgHKT, huKAT II (quinurenina
aminotransferase Il humana) e AeAGT (Alanina glioxilato aminotransferase de Aedes aegypti)
também foi realizado, com RMSD de 0,7 A entre a RL HKT e AeAGT e 10,7 A entre a
RL _HKT e huKAT II. A baixa identidade sequencial (21%) e o alto RMSD estrutural entre as
enzimas RL_ HKT e huKAT II favorece a especificidade dos inibidores da RL _HKT, pois estes
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sdo menos propensos a afetar a atividade da enzima homoéloga em humanos (Figura 39 e 40).
Os principais residuos de interagdo com o PLP no sitio ativo estdo totalmente conservados nas
enzimas RL_HKT, AgHKT e AeAGT, ja que a correta posi¢ao do PLP no sitio ativo € essencial

para a atividade enzimatica.

Figura 39 - Comparagdo entre as enzimas RL__HKT, AgHKT, AeAGT e huKAT II. Alinhamento estrutural da
RL HKT, AgHKT e AeAGT com visualizagdo aproximada do sitio de ligagdo do PLP, mostrando os residuos
conservados que interagem com o PLP em um raio de 4 A a partir do PLP (painel superior). Alinhamento
estrutural da RL__HKT e huKAT II para mostrar suas diferengas na superposi¢do da cadeia principal (painel
inferior). Desvios médios quadraticos (RMSD) dos alinhamentos estruturais e suas porcentagens de identidade
sequenciais usando 6MFB como referéncia.

@® RL_HKT 6MFB
@® AgHKT  2CH1

AeAGT  2HUF
® huKATIl  2VGZ
® PLP

PDB ID RMSD (A) % IDENTIDADE

2CH1 0.414 79.3
2HUF 0.757 51.2
2VGZ 10.689 212

Fonte: A autora (2020); extraido de HAN et al., 2006; ROSSI et al., 2008, 2006.
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Figura 40 — Comparacdo entre as enzimas RL__HKT, AgHKT, AeAGT e huKAT II. Alinhamento sequencial
entre a RL_ HKT, AgHKT e AeAGT, revelando os residuos idénticos em vermelho, os residuos similares em
amarelo ¢ os residuos ndo conservados estdo sem destaque. O alinhamento sequencial estd coincidindo com as
estruturas secundarias da RL_HKT (6MFB).

nl al a2
_6MFB Q00 20000 0000000000000
i 10 20 30 40 50
_6MFB K . F TPi33S SIBAGERAV I FDII MYS XS X C S KENAAA NTCs NFEID LFQVEDE KDPJG
_2CH1 K.FTPPPASLRNPLEI E)NIMUSXSEFNC S KEABATIAM TN T VjAS NFJ:1A LFRT‘DEVK (e
_2HUF E YKV Th33A VIRAEBAV T NJSL LIV Xed-F3 A P Oi{AADEM SR P TG H LE(PJA T LK I M3D I)NE[d
B1 o3 B2 o4
_6MFB 00000 — 2000000000Q TT =P 000000000000 —
60 70 80 90 100 110
_6MFB LESYIRRERIR THMET TIcHAER TERFALIACRERBAEES] 1 ViR A NN[E I Q2 ERATINTA TERES: SN
_2CH1 Li8YI)AeRYEINR AbMIeV SIGEAJIAISIIFNMIAS | EBBAE 3] R VifdA VIN[E T INAEIIAVIEINS E)Sder-$rohY
_2HUF RYJAF QO TRINIWATIYCIAIAS[EH[EGME AR L[IN L L E)]G DL I [ehhidGlsW[eIREVBIMESNR Y GADV
B3 as B4 Bs B6 o6 B7
_6MFB =P TT Q0000000000 — = -> 2000000 —
120 130 140 150 160 170
_6MFB VILEGP ADKP FEMTDF KKEVIE QBIRIFK CiBg VIV H[Eh ] S[E LN P IS A Ll K [T[e3:1D Y D[S BAL 4
_2CH1 T|IIEGPPDRPFHLE T LAREIIE L3O KCLFETHGDSS GIAL Q)L E G\4G[e}sdC H[eJ:85]C L. LV D
_2HUF VIVIK SKVGQSLELDE I RDELL T[5IK)ES VIBYL|T O[S T[] ViRe|GiB A Ve AL{e§:10 H N[eh B A T \40)
B8 B9 o7 n2
_6MFB — — 000000000 200
180 190 200 210 220 230
_6MFB AVASLCGEPF MD WEIDGEYTGSQKVLGAPPGITP H 1P KELEV IR SEKEP SERYFF4D)
i-1ei: s AV A S L6G\YP |3 4MDIAWE I DEYW Y TGE\QKVLGAPPGITPR{SpS| A VIEN REYK SEQYF 4108
-3: 10 NV A S LEGI\PIUiMDIWE IDEV Y TGEORKVLGAP P G I TPV SSEN:IANA N IARN TIQYK VY WD
ad a9 al0
_6MFB 0000000 20000000000000000
240 250 260 270 280 290
_6MFB LTI LENFETEE DEQERYHHTmPs T FARSFNTIE O[T A[FASAE P VRREIRQEMENE oM R[EH0
_2CH1 LLL{ENpa el Y D E P K RY:$: 84 VI ANNIAT F| A B:8FALINO|T| A )3 ASAE N QpdK IVCAQIEYEGLG
_2HUF SLV{eDp 4[] GRPEIYHHTHSS AL Y|GhR:3FNTIAMAICjo§ AP A LdAJIHED[FAK RIL}4R[eFAO
n3 p10 all p11 n4 p12
_6MFB 0 200 TT=—p TT 000000000000 -»> 000 —
300 310 320 330 340 350
_6MFB AM[EL] VAHD PR LIET V Tol I WP NG VIWRIKNERS Y AMNSIIEIAE )G Gl G P TG I RENGES
_2CH1 KﬁGLn V K[pRR Hi8AD bVAN G M T K [ D 1WAV S Op#:SUNNF|S|LiV Olefel L[ -hy F [e K 2 REGI
_2HUF DEGFl WD PR LE T V TN I 1P [6]G VI WK} V:Xe] Y A MG R A\ ERIC GG P TE\G[O\'4JREIG)A
al2
_6MFB
360 370 380
_6MFB ESSHLORVINF YRY ARKESLKEATEEY. . . .. ... ..
_2CH1 ECSVQOKIQF YY GliK)ASLKINTHIZY IFEESNGFH
_2HUF QNARTERVIDRVAQ VIFQIAAVAL\VKIFNVOVKGKM. . .

Fonte: A autora (2020); extraido de HAN ez al., 2006; ROSSI et al., 2008, 2006.

O refinamento da estrutura da RL_HKT foi finalizado e sua estrutura cristalografica esta

disponivel no Banco de Dados de Proteinas (PDB) pelo cédigo 6MFB (Tabela 20).



97

Tabela 20 - Estatisticas de coleta, processamento e refinamento da estrutura da RL_HKT.

ID 1 RL HKT
Dados cristalograficos
Faixa de resolucdo (A) 47,85 -2,50 (2,57 —2,50)"
Grupo espacial P 21212:
a=86,24
A b=115,03
Parametros de rede (A) —171.04
a=B=y=90°
Numero total de imagens 360
Ao (°) 0.5
Numero total de reflexdes 388427 (30462)°
Numero total de reflexdes tinicas 59594 (4580)°
Multiplicidade 6,5 (6,7)"
Completeza (%) 99,9 (100,0)"
Rumeas (%) 9,4 (86,6)"
Rp.im. (%) 3,7 (33,3)
/o 16,2 (2,6)"
Refinamento
A —383
Numero de residuos de aminoacido por B —-385
mondmero C-383
D - 384
Moléculas de dgua 370
Rywork (%) 18,9
Rfree (%) 25,6
RMSD — angulos de ligacdo (°) 1,4
RMSD — comprimento das ligacdes (A) 0,010
Clashscore 5,88
Rotameros incomuns (%) 1,23
Ramachandram em regido proibida (%) 0,13
Ramachandram em regido favorecida
(%) 97,71

*Qs valores entre parénteses so referentes a camada de resolug@o mais externa.
Fonte: A autora (2020).

Uma das formas de avaliar a concordancia entre o modelo em construgdo e os dados
experimentais ¢ a avaliacdo dos R-factors(neste caso, Rwork € Rfiee). Eles sdo calculados a partir
dos fatores de estrutura (F) e estes estdo diretamente relacionados as intensidades (I) das

reflexdes obtidas durante o experimento de difragdo de raios-X (Equacao 1).



98

Equagio 1 — Equagdo para o calculo do R-factor e a relagdo de proporcionalidade entre os fatores de estrutura e
as intensidades das reflexdes.

_ Z ||Fob5|_|Fcalc||

2
Rfqctor = ST Tngr ¢ |Frpl

Portanto, quanto menores os valores dos R-factors, maior a concordancia. Para evitar
a superestimativa do modelo, 5% das reflexdes sdo excluidas do refinamento para validacdo
cruzada. Estas reflexdes compdem 0 Rfiee , €nquanto o Rwork contém os dados incluidos no

refinamento (THE INTERNATIONAL UNION OF CRYSTALLOGRAPHY, 2017).

A distribuicdo do B-factor (ou fator de temperatura) ao longo das cadeias esta
condizente com a evolucdo do refinamento, em que as regides expostas ao solvente e os loops

apresentam maior oscilagdo (Figura 41).

Figura 41 - Distribuicdo do B-factor ao longo do homodimero AB da RL_HKT com o PLP (vermelho) explicito
no sitio ativo.

Fonte: A autora (2020).

49.2 R _HKT

Devido a todos os conjuntos de dados da R HKT apresentarem twinning, o modelo desta
linhagem foi construido e refinado posteriormente a RL_HKT. No primeiro momento, as etapas
de processamento foram realizadas pelos programas XDS, Aimless, Pointless e a analise dos
dados processados, pelo Xtriage (Tabela 21). O conjunto de dados ID 9 foi escolhido pela

provavel presenga de ligante na estrutura.
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Tabela 21 - Dados obtidos apds o processamento e avaliacdo do Xtriage para os conjuntos de dados da R_HKT.

.~ c L re o~ Resro l.u §40 Grupo Alertas Lei do

ID Condicao de cristalizacao maxima . . .

(A’ espacial Xtriage twin
0,1IM HEPES-NaOH pH 7,5 Nao ha lei de )

5 2 M (NH4)2SO4 2,50 P 6,22 twin para o
2% PEG 400 (V grupo espacial
0,1IM HEPES-NaOH pH 7,5 N3ao ha lei de

6 2 M (NH4)2SO04 2,50 P 6,22 twin para o -

2% PEG 400 @ grupo espacial
0,05M HEPES-NaOH pH
7,5 Fragdo do twin

7 )M (NH.),S0. 2,19 P62 0,27 h, -h-k, -1
2% PEG 400
0,3 M HEPES-NaOH pH 7,5 Fracio do fwi

8 2 M (NH4),S0;4 2,00 P 6; ¢ 026 " h, -hek, -1
2% PEG 400 ’

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5
2 M (NH4)2SO4 Fragao do twin

? 2% PEG 400 2,13 P 6s 0,22 b, -h-k, -1
0,02 M NDSB — 221
g’&“&fi’ggm‘m PH .5 Nio hi lei de

4)2504 .

10 0.5% PEG 400 2,01 P 6522 rt;vzz gsarzc?al -
360 uM PLP Erupo esp
gﬁ“&fgfggm‘m PH .5 Nio hi lei de

4)2504 .

11 1% PEG 400 2,03 P 6322 rt;vzz gsarzc?al -
360 uM PLP Erupo esp
0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5 Nao ha lei de

12 2 M (NH4),804 1,83 P 6522 twin para o -
0,5% PEG 400 © grupo espacial
0,2 M HEPES-NaOH pH 7,5 . .

13 2 M (NH,)S04 2,16 P 65 Lei g‘g 5”” ", hek, -1
1% PEG 400 ©® ’

0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5 . .

14 2 M (NH,)S04 1,94 P 65 Lei g‘; 6”” ", hek, -l

0,5% PEG 400 @ ’
0,15 M HEPES-NaOH pH
7,5 Lei do twin

15 2'M (NH;)»SOs 1,99 P 6; 0.29 h, -h-k, -1
1% PEG 400 ¥
0,1 M HEPES-NaOH pH 7,5 Nao ha lei de

16 2 M (NH4)2SO4 1,83 P 6322 twin para o -
0,5% PEG 400 grupo espacial

(1) Dados coletados sem solugdo crioprotetora
(2) Dados coletados sem solugao crioprotetora
(3) Gotas de 4 pL da HKT para a cristalizagao

(4) Cristais crescidos a 4 °C
* Resolugdo definida de acordo com o I/6(I) maior que 2
** Definido pelo Pointless
Fonte: A autora (2020).
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A substituicdo molecular foi bem-sucedida, encontrando somente uma solugdo. O
modelo usado foi a estrutura cristalografica da RL_HKT, em que as cadeias A e¢ B
(homodimero) foram selecionadas e as coordenadas do PLP e das dguas deletadas. Contudo, ao
observar ao modelo, notou-se a sobreposi¢ao de cadeias e pouquissima correlagdo entre o
modelo e a densidade eletronica das cadeias E e F. Deste modo, o conjunto de dados foi
reprocessado usando o programa autoPROC, um pacote que realiza todo o processamento de
forma automatizada, além de exibir a opg¢do de processamento anisotropico. Apds o
reprocessamento, a substituicado molecular foi novamente realizada e apresentou uma solugao.
Agora, a unidade assimétrica contém somente quatro cadeias da proteina e os sitios estdo
ausentes de qualquer ligante, inclusive o cofator PLP (Figura 42).

Figura 42 - Componentes da unidade assimétrica do cristal da R_HKT. Cadeias A, B, C e D em azul, laranja,
verde e roxo, respectivamente. As moléculas de agua estdo representadas por pequenas esferas.

Fonte: A autora (2020).

Este ¢ um exemplo claro de que a presenca de um cristal em condi¢do de cristalizacdo
contendo ligante ndo implica na presenca do ligante na estrutura final. O sucesso da
cocristaliza¢ao depende de fatores como a concentragdo tanto da proteina quanto do ligante, a
afinidade do ligante a proteina, escolha da etapa em que o ligante sera incubado com a proteina,

dentre outros (HASSELL et al., 2006; MULLER, 2017).
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Apesar disso, alguns pontos podem ser discutidos em compara¢do com a variante
RL HKT.O primeiro ¢ relativo as mutagdes V1491 e P215S discutidas anteriormente. Elas
estao dispostas em duas fitas B distintas e as cadeias laterais estdo direcionadas para o lado
oposto ao sitio ativo. Portanto, ¢ improvavel a existéncia de diferencas na atividade enzimatica
das variantes (Figura 43).

Figura 43 - RL_HKT (azul) em complexo com o PLP (vermelho) e as mutagdes observadas entre as variantes
R _HKT e RL_HKT (amarelo).

Fonte: A autora (2020).

Também foi observada a movimentagio do residuo Trp'%

nos quatro sitios da
estrutura. Isto se deve ao espaco vazio no sitio devido a auséncia do cofator PLP e ainda a
inexisténcia na interagdo m-m observada entre o PLP e o Trp'* na Figura 35. Portanto, o Trp'®
esta livre tanto por efeitos estérico e eletronico para se movimentar livremente no sitio ativo da

enzima (Figura 44).

Ainda que o modelo esteja concordante com a densidade eletronica da variante
R_HKT, observa-se que os valores de R-factors ndo estdo diminuindo com o progresso do
refinamento. Isso se deve ao fato de que os R-factors de estruturas contendo twinning nao se
comportam da mesma forma que os R-factors de estruturas sem problemas de twinning. Por
1sso, outros dados estatisticos devem ser observados como a qualidade do modelo avaliada pelos

desvios quadraticos médios de angulo e comprimento de ligacdes (Tabela 22).
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Fonte: A autora (2020).

Tabela 22 - Estatisticas de coleta, processamento e refinamento da estrutura da R_HKT.

ID 9 R HKT

Dados cristalograficos

Faixa de resolucio (A)

59,7 -2,0 (2,071 —2,0)"

Grupo espacial P 63
a=182,416
b=182,416

Parametros de rede (A) c=123,604

a=p=90°
y=120°

Numero total de imagens 360

Ao (°) 0,5°

Numero total de reflexdes 311869 (29816)*

Numero total de reflexdes Unicas 156303(15042)°

Multiplicidade 2,0 (2,0)"

Completeza (%) 99,34 (96,01)"

Rineas (%) 4,51 (50,45)"

Rp.im. (%) 3,189 (35,68)"

l/ow 16,61 (1,93)"
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Figura 44 - Comparagio da posigdo do residuo Trp!% nos quatro sitios ativos, usando a Lys?®> como referéncia
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Continuacdo da Tabela 22

Refinamento

A —386
Numero de residuos de aminoacido por B -386
monOmero C-386

D - 386
Moléculas de agua 280
Rwork (%) 31 ,7
Rfree (%) 35,3
RMSD — angulos de ligagao (°) 8,8
RMSD — comprimento das ligagdes (A) 0,5
Clashscore 26,3
Rotameros incomuns (%) 0,08
Ramachandram em regido proibida (%) 2,09
izr)nachandram em regido favorecida 84.82

*Qs valores entre parénteses sdo referentes a camada de resolug@o mais externa.
Fonte: A autora (2020).

A andlise de interface do programa PISA e as comparagdes com as proteinas
homologas para a variante R HKT foram omitidas devido a alta identidade entre as variantes

RL HKTeR HKT.

4.10 ENSAIO ENZIMATICO COM DETECCAO DIRETA DO ACIDO
XANTURENICO

A nova metodologia desenvolvida para realiza¢do dos ensaios enzimaticos da HKT foi
modificada a partir do protocolo publicado por Han e Li (HAN; LI, 2002) para avaliar a
conversao de 3-HK para AX pela enzima HKT. O método ¢ baseado na deteccdo do acido
xanturénico em complexo com ferro III (Fe**), complexo este primeiramente reportado por
Lepkovski e colaboradores na detec¢do de AX em ratos deficientes de piridoxina
(LEPKOVSKY; NIELSEN, 1942; LEPKOVSKY; ROBOZ; HAAGEN-SMIT, 1943) e mais
recentemente utilizado por Lima e colaboradores para quantificar o AX em intestinos do
mosquito Aedes aegypti (LIMA et al., 2012). Este complexo AX-Fe** apresenta absor¢io em
comprimento de onda bem distinto do AX ou 3-HK livres, o que dispensa o uso de
cromatografia para detec¢ao desses metabolitos, técnica na qual se baseava a metodologia de
Han e Li (HAN; LI, 2002). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos permitindo a
leitura simultanea de varias amostras, o que torna esta metodologia mais rapida e barata para

caracterizagdo enzimatica e/ou de inibicdo da HKT. A nova metodologia utiliza concentragdes
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ligeiramente diferentes em relagdo ao protocolo de Han e Li, e que foram adaptadas para o

ensaio em batelada em microplaca (Tabela 23).

Tabela 23 - Comparagao das concentragdes ¢ componentes da reagdo da HKT entre o protocolo de Han e Li
(referéncia) e no novo protocolo.

Componente reacional  Protocolo de Han e Li Novo protocolo
HKT 1 ug 2 ug
3-D,L-HK 10 mM 2 mM
PLP 40 uM 40 uM
Piruvato sodico 5mM 2 mM
Tampao Fosfato pH 7 HEPES-NaOH pH 7,5
Volume final: 50 uL 100 pL
Parada da reagao 50 uL de Acido Formicoa 100 pL de FeCls.6H20 em
0,1l M HCla 0,1 M

Fonte: A autora (2020).

A quantificagdo do complexo AX-Fe** (e consequentemente, AX) foi feita a partir da
curva de calibracao contendo concentragdes de 0 a 2 mM de AX em intervalos de 0,2 mM. Dois
pontos de maior concentracdo (4 e 6 mM) foram adicionados para quantificar o AX em maiores
concentracdes, se necessario (Figura 45). A regressio linear dos dados resultou em R? igual a
0,98.

A estabilidade da RL.__AeHKT foi avaliada em uma amostra de concentracao igual a
11 mg.mL! em Tampao HEPES descrito no ensaio enzimatico, sem glicerol e estocada a -20
°C por quatro meses. A concentracdo de AX formada em 5 minutos de reagdo foi comparada
com uma amostra recém-purificada (0 meses) e um grafico foi plotado em relagao ao tempo de
estoque. A nivel de atividade enzimatica, a proteina estocada nas condi¢gdes acima citadas se

mostrou tao estavel quanto a proteina recém purificada (Figura 46).
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Figura 45 - Curvas de calibragao realizadas para quantificacao de acido xanturénico (AX). A - Concentragdes de
0 a2 mM de AX contendo piruvato soédico a 2 mM e Piridoxal-5-fosfato (PLP) a 40 pM. B — Curva A com a
adicdo das concentragdes de acido xanturénico a 4 ¢ 6 mM.
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Fonte: A autora (2020).

Figura 46 - Concentracdo de 4cido xanturénico (AX) formado por uma aliquota da RL_AeHKT recém
purificada (0 meses) em comparagdo com uma amostra estocada a -20 °C por 4 meses, a 11 mg.mL"! ¢ sem
glicerol.

Fonte: A autora (2020).
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A saturagdo da enzima pelo substrato 3-HK foi confirmada pela linearidade da taxa de
reagdo com o aumento da concentracdo da enzima (Figura 47). Isto significa que a taxa de
reacdo estd aumentando diretamente proporcional ao aumento da concentragcdo da enzima sem
alterar a concentragdo do substrato. Portanto, a quantidade de 3-HK padronizada no ensaio
enzimatico ¢ suficiente para saturar até trés vezes mais a quantidade de enzima adicionada a
reagao.

Figura 47 - Gréfico de linearidade da taxa de reagdo em relagdo a concentragdo da HKT para demonstrar a
saturagdo da enzima pelo substrato nas condi¢des reacionais padronizadas.

Fonte: A autora (2020).
4.10.1 Caracterizacio cinética da RL._HKT

Os valores das constantes de Michaelis-Menten (Km) e da velocidade maxima (Vmax)
da HKT nas condigdes estabelecidas foram obtidas a partir do grafico de taxa (ou velocidade)

em relacdo a concentracao de 3-HK testada (Figura 48).

Figura 48 - Grafico de taxa de reacdo da HKT em relacdo a concentragdo de 3-HK testada para estimativa das
constantes cinéticas. As concentragdes de 3-HK testadas foram de 0,5, 1,75, 3, 4, 8,5 ¢ 10 mM.

Fonte: A autora (2020).
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Uma regressdo no modelo de Michaelis-Menten incluida no pacote do GraphPad
Prism7.0 foi realizada e as constantes calculadas automaticamente (Tabela 24). O valor obtido
de Km para a RL_AeHKT (3,3 mM) foi similar ao obtido para a AeHKT expressa em células
de inseto Sf9 (3,0 mM) (HAN; LI, 2002), indicando que ndo ha diferencas na especificidade do
substrato para estas duas enzimas expressas em organismos distintos. Entretanto, a AgHKT
apresentou afinidade ao 3-HK maior do que as duas enzimas recombinantes provenientes do
Aedes aegypti (Km = 2,0 mM) e esta diferenga ¢ ainda mais evidente quando a L-quinurenina ¢
avaliada como substrato amino-doador (Km = 1,4 mM) (CANAVESI et al., 2019). Um dos
provaveis motivos para essa diferenca no reconhecimento do substrato ¢ a presenca do isdmero
D no substrato comercial 3-D,L-HK, como discutido por Canavesi e colaboradores
(CANAVESI et al., 2019). Como esperado, a HKT ¢ especifica para o isdmero L, nao
degradando o isomero D, que permanece inalterado apds a reacdo (MACIEL, 2016). Apesar
desta dificuldade em relagdo ao 3-HK, esta nova metodologia requer do uso do 3-HK para
geracdo do AX e consequente deteccio colorimétrica do complexo AX-Fe*".

Tabela 24 — Comparacao dos pardmetros cinéticos da RL_AeHKT de Aedes aegypti em relagdo as enzimas
HKT expressa em células de inseto e a enzima homoéloga HKT de Anopheles gambiae.

Enzima Substrato Kv(mM)  Kcat (min™) (mﬁ?ﬁfﬁ_l)
RL AeHKT 3-D,L-HK 3,3+0,8 492,3 £ 46 149,2 + 50
AeHKT(HAN; LI, 2002) 3-D,L-HK 3,004 1760 + 80 587 £ 107
AgHKT(ROSSI et al., 2005) 3-D,L-HK 2,0+£0,3 988,5+ 113 494.3 £+ 80

AgHKT(CANAVESI et al.,2019)  L-quinurenina  1,4+0,2 - -

As constantes cinéticas da RL_AeHKT foram obtidas usando concentragdes de 3-HK iguais a 0,5 1,75, 3,0, 4,0, 8,5 ¢
10 mM na presenga de 5 mM de piruvato sodico. Os pardmetros foram calculados a partir do ajuste dos dados
experimentais em regressdo de Michaelis-Menten inclusa no pacote GraphPad Prism7.0

Fonte: A autora (2020).

Em termos de taxa de turnover, o Kcar calculado para a RL_AeHKT ¢ quase quatro
vezes menor que o da AeHKT e quase duas vezes menor que o observado para a AgHKT.
Entretanto, a diminuicao no Kcat € consequentemente na eficiéncia catalitica da RL._ AeHKT
recombinante expressa em E. coli em comparagdo a expressa em Sf9 é compensada pelo alto
rendimento de proteina purificada. O sistema de expressdo heterdloga em bactérias apresenta
menor custo e maior rapidez em relagdo a células de inseto e isto ¢ crucial para a realizagdo dos

ensaios de inibig¢do e avaliacdo de novos inibidores para a HKT.
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4.10.2 Avaliacao do perfil de atividade da HKT em diferentes pHs

O efeito de diferentes pHs na atividade da RL_AeHKT foi avaliado e os valores de
taxa obtidos foram plotados (Figura 49).

Figura 49 - Efeito do pH na atividade enzimatica da HKT. Os testes foram realizados com tampdes Tris-HCI pH
6,7 e 8, tampao HEPES-NaOH pH 7,5, tampao Borato pH 9 e tampao Carbonato pH 10. Estes tampdes foram
testados na atividade da RL_AeHKT durante o tempo de incubagio, antes da adi¢do da solu¢ido de Fe** em HCl
para detecgio do complexo AX-Fe’".

Fonte: A autora (2020).

Um grafico em formato de sino era esperado, descrevendo o comportamento da
maioria das enzimas em diferentes pHs. Contudo, um aumento andmalo na taxa de reagdo em
pH 10 foi observado. Isto se deve provavelmente a formagio de espécies insoluveis de Fe**
(hidréxido ou carbonato). Vale ressaltar aqui que o pH estava controlado durante o periodo de
incubacgdo, previamente a adi¢do da solugdo de Fe’" para interromper a reagdo e gerar o
complexo AX-Fe**. A escolha do diluente do Fe*" foi previamente planejada pois sabe-se que
o ion Fe*" forma facilmente espécies insoluveis em pH neutro. Portanto, o 4cido cloridrico foi
escolhido por acidificar a reacdao se ocorrida em pH neutro, e isto dificulta a formagao destas
espécies insoluveis. Contudo, ao testar um tampao em pH 10, a solugdo final ndo foi acidificada
o suficiente e a turbidez das espécies insoluveis gerou um falso positivo na leitura da amostra.
Apesar desse falso positivo, todos os outros tampdes testados em pH de 6 a 9 apresentaram a
coloragdo esverdeada e a solucao limpida esperada para um ensaio colorimétrico. Sendo assim,
o teste da atividade da HKT em pHs muito bésicos ¢ uma limitagdo desta metodologia devido

a geragdo de espécies insoltuveis de Fe’”.
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Dentre os valores de pH testados, o tampao Tris-HCl pH 8 foi o que realmente
apresentou a atividade 6tima, resultado um pouco diferente do pH 9, como observado por Han
e Li (HAN; LI, 2002). Contudo, o Tampao HEPES pH 7,5 foi o escolhido para realizagao dos
ensaios enzimaticos por apresentar baixa interferéncia em ensaios bioldgicos (GOOD et al.,
1966) e pela HKT ja ter demonstrado afinidade por esse tampdo nos experimentos de

cristalizagao.
4.10.3 Avaliacao do perfil de atividade da HKT em diferentes temperaturas

A atividade da RL_AeHKT também foi avaliada em diferentes temperaturas de
incubacdo e a taxa de reagao foi plotada em relagdo a temperatura (Figura 50). Como esperado
e reportado por Han e Li (HAN; LI, 2002), a HKT apresentou atividade 6tima em incubagao a
50 °C e por isto, esta foi a temperatura de incubag@o escolhida para realizagdo dos ensaios
enzimaticos ¢ de inibicdo da HKT.

Figura 50 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica da HKT. As temperaturas foram avaliadas na
incubagao da reagao completa por 5 minutos a 30, 40, 50, 60 e 70 °C.

Fonte: A autora (2020).

4.10.4 Avaliacao inibitoria dos 1,2,4-oxadiazois: Determinacio de Clso e

mecanismo de inibi¢ao

A série de onze sais sodicos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazoélico foi testada como
inibidores da RL_AeHKT pela nova metodologia aqui desenvolvida. Cada composto foi testado
em duplicada, em cinco concentracdes e os dados de porcentagem de atividade em relagao ao

logaritmo da concentragdo do inibidor foram plotados para construgdo da curva dose-resposta
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e estimativa da concentragdo inibitéria de 50% da atividade enzimatica (Clso) destes compostos

(Tabela 25). Em todos os experimentos, um controle negativo (sem inibidor) foi testado

simultaneamente para ser considerado o valor maximo da porcentagem de atividade.

Tabela 25 - Estruturas quimicas dos inibidores contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazolico e seus respectivos valores

de concentragdo inibitoria de 50% da atividade enzimatica (Clso).

Codigo Estrutura molecular do inibidor Clso (UM)?
N—o 0
4a )\/\/U\ 7241
N 0 Na*
N—o o
* OO< /k/\)J\ 101 +1
N 0 Na*
/ cl
N~—o 0
" ’@% w o
cl =
N 0 Na*
N—
/ 0 0
4d Br/®/< )\/\/U\ 10+1
N o Na*
N—o 0
N 0 Na*
N~—o 0
! ©/< )\/\)J\ .
=
N 0 Na*
/K/\)J\
N 0 Na*
N—_
/ o 0
4h F30/®/< )\/\)}\ 70 + 1
N o Na*
N—_
. / o o
4i ./®/< _ 42+ 1
N 0o Na*
N—_
. / o 0
4.] CI/®/< /K/\)J\ 294 £1
N o0 Na*
o
N~—o o
=
N 0 Na'

*0s compostos foram testados nas concentragdes de 500, 250, 100, 75 ¢ 50 uM. A concentragdo de 500 uM foi substituida
por 450, 300 e 300 pM, respectivamente, nos compostos 4b, 4j e 4k para melhor estimativa dos valores de Cls,. Os valores
de Cls estao dispostos como valor médio com o desvio padrao.

Fonte: A autora (2020).
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Os valores de Clso obtidos para esta série de compostos variaram entre 42 ¢ 294 uM.
Vale ressaltar que esta ¢ a primeira série de inibidores da HKT de Aedes aegypti reportada na
literatura, tornando estes resultados muito promissores para desenho de novos inibidores da

HKT.

Apesar da diversidade quimica dos substituintes no anel aromatico, ndo foi observada
uma tendéncia clara em relacdo a estrutura-atividade. Oito dos onze inibidores apresentaram
valores de Clso menores que 100 uM e os dois compostos mais potentes apresentaram valores
de Clso proximos a 50 uM (4i, Clso = 42 uM e 4f, Clso = 54 uM). O composto 4i possui um
atomo de 10do na posi¢ao para do anel aromatico, indicando que grupos volumosos, macios e
eletronegativos favorecem a atividade inibitoria. Contudo, os compostos 4d e 4j (contendo os
substituintes brometo e cloreto, respectivamente) localizados na mesma posi¢do no anel
aromatico apresentaram apenas inibicdo moderada. Apesar disso, ¢ possivel observar que
grupos volumosos na posicao meta do anel aromatico favorecem a atividade inibitéria, como €
o caso dos compostos 4¢, 4f, 4g ¢ 4k que apresentaram Clso menor que 100 uM. Essa baixa
influéncia da substituicdo aromatica na inibi¢do corrobora com o trabalho anterior publicado
pelo nosso grupo de pesquisa, ja que esses substituintes estdo parcialmente posicionados para
fora do sitio ativo, em contato com o solvente (OLIVEIRA et al., 2013). Esse posicionamento
¢ similar ao observado para o inibidor cocristalizado da AgHKT (Figura 51).

Figura 51 — Comparagio do modo de ligagdo do inibidor cocristalizado 4-OB (acido 4-(2-aminofenil)-

4-oxobutirico) (A) e o composto candnico 4a (B), observado a partir dos calculos de Docking Molecular. O
composto 4-OB ¢ mostrado em lilas, enquanto o composto 4a esta mostrado em laranja.
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Fonte: A autora (2020); Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2013).
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Portanto, esses dados estdo consistentes com os calculos de Docking Molecular
realizado pelo nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2013), confirmando que esta série
de derivados 1,2,4-oxadiazolicos sdo inibidores da HKT de Aedes aegypti.

A partir da confirmagdo da atividade inibitoria desta série de compostos, foi
investigado o mecanismo de inibi¢ao a partir dos dados cinéticos na auséncia (0 uM) e presenca
em quatro concentragdes (50, 100, 200 e 300 uM) do composto candnico 4a. Os dados do
reciproco da taxa (1/taxa) em relacdo ao reciproco da concentragao de substrato (1/concentragao
de 3-HK) foram plotados e o perfil do grafico foi analisado de acordo com os estudos de
Lineweaver e Burk (LINEWEAVER; BURK, 1934). Diferentes tipos de inibi¢do podem ser
inferidos a partir de mudancgas na inclinacao da reta (relacionado ao Vmax) ou localizagdo na
intersec¢do no eixo Y (relacionado a razdo Km/Vmax) em relagdo a cinética sem inibidor do
grafico de Lineweaver-Burk. No caso do composto 4a, foram observadas alteracdes nos dois
parametros, o que indica o tipo de inibi¢do ndo-competitiva mista, ou seja, o composto 4a pode
se ligar tanto a enzima livre, como no complexo enzima-substrato (Figura 52). Ainda assim, a
regressao ndo-linear dos dados de taxa em rela¢do a concentragao do substrato apresentou valor

de alfa (o) igual a 3,4, indicando a preferéncia do inibidor a enzima livre (o> 1).

Figura 52 — Perfil cinético da RL_AeHKT na auséncia (0 uM) e presenca (50, 100, 200 ¢ 300 uM) do inibidor
4a. O substrato 3-D,L-HK foi testado nas concentragdes de 0,5, 2, 4 ¢ 8,5 mM. O aumento da inclinagdo das
retas com o aumento da concentracdo de inibidor e a auséncia da intersec¢do das retas no eixo Y (variagcdes em
Kwm e Vmax) caracterizam o mecanismo de inibicdo como nado-competitivo misto.

Fonte: A autora (2020).

Esse tipo de inibigdo também foi observado em ensaios da enzima alanina-glioxilato
transaminase utilizando o piruvato como inibidor (CELLINI et al., 2007). Esta enzima e a
RL AeHKT compartilham 44% de identidade e 67% de similaridade em suas sequéncias de

aminoacidos e ambas sdo enzimas PLP dependentes. A partir da regressao ndo-linear dos dados



113

brutos, foi estimada a constante de inibi¢ao (Kj) do composto candnico 4a e esta ¢ igual a 360
uM, sendo este valor similar ao observado para o composto 4-OB (Ki =300 uM) (ROSSI et al.,
2006). Juntamente com os estudos de Docking Molecular realizados por Oliveira e
colaboradores, este ¢ mais um indicio de que esta sé€rie de compostos apresenta comportamento
similar ao inibidor cocristalizado com a enzima AgHKT e pode ser usada para guiar o desenho

de inibidores mais potentes para HKT.
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5 CONCLUSOES

Visando a investigacao da atividade inibitoria de 1,2,4-oxadiazois frente a HKT de
Aedes aegypti, foi realizada a clonagem, expressdo e purificacdo da enzima recombinante de
linhagens de Aedes aegypti: Rockefeller ¢ RecLab. Ambas apresentaram 6timos rendimentos

de purificacdo na ordem de miligramas por litro de cultura.

Experimentos de cristalografia de macromoléculas por meio de difracdo de raios-X
foram executados para elucidar a estrutura tridimensional desta enzima. A estrutura HKT
proveniente da linhagem RecLab foi determinada com sucesso e esta disponivel no Banco de
Dados de Proteinas como 6MFB. Problemas com cristais geminados (twinned) foram
encontrados em todos os cristais da HKT de linhagem Rockefeller. Apesar disto dificultar o
processamento e refinamento dos dados cristalograficos, esfor¢os estdo sendo aplicados para

resolver a estrutura da HKT dessa linhagem.

Uma vez que métodos cromatograficos para avaliagdo de ensaios biologicos sao de
alto custo devido ao uso de colunas cromatograficas e solventes na fase modvel, uma
metodologia foi desenvolvida baseada da detec¢io espectrofotométrica do complexo AX-Fe**
a 570 nm. Além de ser mais rapida por suprimir o tempo de corrida dos métodos
cromatograficos, permite a avaliagao simultanea de amostras pois utiliza placas de 96 pocos.
Esta metodologia ¢ abrangente para avaliacdo de inibidores que contenham diversos grupos
funcionais, exceto para grupos altamente conjugados que apresentem absor¢do em

comprimentos de onda na regido visivel do espectro eletromagnético.

A partir desta metodologia, foi feita a caracterizagdo cinética da HKT proveniente da
linhagem RecLab e suas constantes de Michaelis-Menten e eficiéncia catalitica resultaram em
valores comparaveis aos descritos na literatura. A série de onze derivados de 1,2,4-oxadiazois
foi testada e apresentou concentracdes inibitorias de 50% da atividade enzimatica (Clso) entre
42 e 294 pM, atuando como inibidores ndo competitivos. Esta ¢ a primeira série de inibidores
da enzima HKT de Aedes aegypti descrita na literatura e servird como base para o desenho de

novos inibidores mais potentes em relagdo a esta enzima.
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6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pretende-se realizar simulagdes
computacionais de dindmica molecular e calculos de energia livre para identificar grupos

funcionais no inibidor e residuos na enzima responsaveis pela interagao alvo-inibidor.

Em seguida, o planejamento racional e a sintese de inibidores mais potentes em relagao
a enzima HKT de Aedes aegypti serdo viabilizados e os ensaios in vitro serdo realizados

utilizando a metodologia aqui desenvolvida.

As etapas computacionais e experimentais de sintese e avaliacdo in vitro serdo
executadas até que se obtenha um composto lider com alta poténcia e especificidade para a
enzima HKT.
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APENDICE A - CARACTERIZAQAO COMPLETA E ESPECTROS DE RMNIIH E
13C DA SERIE DE ONZE SAIS SODICOS DERIVADOS DE 1,2,4-OXADIAZOIS.

4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (4a): solido branco; rendimento: 89 %;
P.F.: 225-226°C; RMN de 'H (D20, 400 MHz) §(ppm): 1,87 (q; 2H; J=7,2 Hz, 7,6 Hz; CH,);
2,15 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH>»); 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 *C (D20) 8(ppm): 25,3; 28,2; 39,2; 127,8;
129,6; 131,7; 134,3; 170,0; 183,4; 184,5. LV. (pastilha de KBr) vmax/cm™': 1545 (C=0); 1475
(C=N); 1260 (N-O). Analise 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 (4b): solido branco;
rendimento: 91%; P.F.: 243-244°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) 8(ppm): 1,88 (q; 2H; J=7,6
Hz, 7,6 Hz; CH»); 2,17 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH>); 2,76 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH»); 3,65 (s; 3H; CH3
); 6,74 (d; 2H; J=8,8 Hz; Haromatico); 7,46 (d; 2H; J=8,8 Hz; Haromitico). RMN de *C (D,0)
d(ppm): 25,3; 28,2; 39,2; 57,9; 116,8; 120,4; 131,3; 163,9; 169,6; 183,1; 184.,4. I.V. (pastilha
de KBr) vmax/cm™: 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. Analise 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 (4¢): soélido branco;
rendimento: 90%; P.F.: 244-245°C; RMN de 'H (D0, 400 MHz) d(ppm): 1,97 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CH»); 2,21 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH»); 2,91 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH»); 7,36 (d; 1H; J=
8,8 Hz; Haromatico); 7,46 (dd; 1H; J= 8,8 Hz, 2,0 Hz; Haromatico); 7,62 (d; 1H; J=2,0 Hz; Haromatico)-
RMN de 3C (D,0) &(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. 1V. (pastilha de KBr) vma/cm™': 1550 (C=0); 1478 (C=N); 1258 (N-O). Analise
Elementar Calculada: C, 44.61; H, 2.81; CIl, 21.95; N, 8.67; Na, 7.12; O,14.86. Analise
Elementar Encontrada: C, 43.77; H, 2,78; N, 8.40.

4-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sodio (4d): solido branco;
rendimento: 92%; P.F.: 285-286°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) §(ppm): 1,93 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CH>); 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; Haromético); 7,42 (d; 2H; J= 8,4 Hz; Haromtico). RMN de *C (D20) 8(ppm): 25,3; 28.3;
39,2; 126,8; 128,2; 131,1; 134,6; 169,4; 183,7; 184,5. L.V. (pastilha de KBr) vmax/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. Analise Elementar Encontrada: C, 42.53; H, 2,98; N, 8.09.
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4-(3-(4-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (4e): sélido branco; rendimento:
91%; P.F.: 246-247°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) &(ppm): 1,90 (q; 2H; J= 8,0 Hz, 7,6 Hz;
CHb»); 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; Haromatico); 7,56 (d; 2H; J= 8,0 Hz; Haromatico). RMN de 3C (D,0) §(ppm): 23.2; 25,3;
28,2; 39,1; 125,0; 129,7; 132,3; 145,3; 170,1; 183,4; 184,6. 1.V. (pastilha de KBr) vmax/cm:
1541 (C=0); 1482 (C=N); 1330 (N-O). Analise 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 sédio (4f): s6lido branco; rendimento:
83%; P.F.: 244-245°C; RMN de 'H (D20, 400 MHz) §(ppm): 1,91 (q; 2H; J= 7,6 Hz, 7,2 Hz;
CH>); 2,18 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH>); 2,22 (s, 1H, CH3); 2,82 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH»); 7,51 - 7,24
(m; 4H; Haromitico). RMN de *C (D20) §(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. LV. (pastilha de KBr) vmax/cm™: 1541 (C=0); 1482
(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 sédio (4g): solido branco; rendimento:
79%; P.F.: 195-197°C; RMN de 'H (D20, 400 MHz) &(ppm): 1,80 (q; 2H; J=7,2 Hz, 8,0 Hz;
CH»); 2,11 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH>); 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; Haromatico); 8,08 (d; 1H; J= 7,6 Hz; Haromatico). RMN de *C
(D20) d(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. LV. (pastilha de KBr) vmax/cm™': 1541 (C=0); 1477 (C=N); 1257
(N-O). Analise Elementar Calculada: C, 63.16; H, 4.31; N, 9.21; Na, 7.56; O, 15.77. Analise
Elementar Encontrada: C, 60.94; H, 4.19; N, 8.68.

4-(3-(4-(trifluorometil)fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de sédio (4h): solido branco;
rendimento: 90%; P.F.: 277-278%; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) d(ppm): 1,95 (q; 2H; J=7,2
Hz, 7,6 Hz; CH»); 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 (D20) 8(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) vmax/cm™: 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. Analise Elementar Encontrada: C, 46.24;
H, 3,09; N, 8.34.

4-(3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)butanoato de soédio (4i): solido branco; rendimento:
88%; P.F.: 285-286°C; RMN de 'H (D.0, 400 MHz) §(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; CH»); 7,40 (d; 2H; J= 7,6 Hz;
Haromitico); 7,68 (d; 2H; J= 7,6 Hz; Haromatico). RMN de '3C (D20) §(ppm): 25,3; 28,3; 39,1;
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100,6; 127,5; 131,1; 140,8; 169,7; 183,8; 184,5. L.V. (pastilha de KBr) vmax/cm™': 1541 (C=0);
1472 (C=N); 1257 (N-O). Analise Elementar Calculada: C, 37.92; H, 2.65; 1, 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 sédio (4j): solido branco; rendimento:
89%; P.F.: 277-278°C;RMN de 'H (D20, 400 MHz) §(ppm): 1,96 (q; 2H; J=7,6 Hz, 7,2 Hz;
CHy); 2,19 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH»); 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 (D20) §(ppm): 25,3;
28,3; 39,1; 126,7; 131,2; 131,8; 139,8; 169,5; 183,8; 184,6. 1.V. (pastilha de KBr) vmax/cm:
1546 (C=0); 1477 (C=N); 1257 (N-O). Analise 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.

4-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-0xadiazol-5-il)butanoato de so6dio (4k): solido branco;
rendimento: 87%; P.F.: 257-259°C; RMN de 'H (D,0, 400 MHz) §(ppm): 1,92 (q; 2H; J=7,6
Hz, 7,2 Hz; CH»); 2,18 (t; 2H; J=7,6 Hz; CH>); 2,83 (t; 2H; J=7,2 Hz; CH»); 5,87(s, 2H, CH»);
6,73 (d; 1H; J= 8,4 Hz; Haromatico); 7,03 (d; 1H; J= 1,6 Hz; Haromatico); 7,20 (dd; 1H; J= 8,4 Hz,
1,6 Hz; Haromatico). RMN de *C (D20) §(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. 1.V. (pastilha de KBr) vmax/cm™': 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. Analise Elementar Encontrada: C, 51.26; H, 3,70; N, 9.26.
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APENDICE B — ADITIVOS USADOS NA CRISTALIZACAO DA R_HKT NO KIT
ADDITIVE SCREEN HT E AS CONCENTRACOES DA PROTEINA EM QUE
FORAM OBSERVADOS CRISTAIS (EM CINZA).

Concentragao R HKT

Aditivo 5 mg/mL 10 mg/mL
0,1 M Cloreto de bario di-hidratado
0,1 M Cloridrato de cadmio
0,1 M Cloreto de calcio di-hidratado
0,1 M Cloreto de cobalto (II) hexahidratado
0,1 M Cloreto de cobre (II) di-hidratado
0,1 M Cloreto de magnésio hexahidratado
0,1 M Cloreto de manganés (II) tetra-hidratado
0,1 M Cloreto de estroncio hexahidratado

0,1 M Cloreto de itrio (IIT) hexahidratado
0,1 M Cloreto de zinco

0,1 M Cloreto de ferro (III) hexahidratado
0,1 M Cloreto de niquel (II) hexahidratado
0,1 M Cloreto de cromio (I1T) hexahidratado
0,1 M Acetato hidrato de praseodimio (I1T)
1,0 M Sulfato de amonio

1,0 M Cloreto de potassio

1,0 M Cloreto de litio

2,0 M Cloreto de sodio

0,5 M Fluoreto de sodio

1,0 M Todeto de sédio

2,0 M Tiocianato de sdédio

1,0 M Tartarato de sédio e potassio tetra-hidratado
1,0 M Citrato de sodio tribasico di-hidratado
1,0 M Cloreto de césio

1,0 M Malonato de sodio pH 7,0

]
0,1 M L-Prolina
0,1 M Fenol
30% (v/v) Dimetilsulfoxido
0,1 M Brometo de sodio
30% (m/v) Acido 6-aminohexandico
30% (m/v) Dicloridrato de 1,5-diaminopentano
30% (m/v) 1,6-Diaminohexano
30% (m/v) 1,8-Diaminooctano
1,0 M Glicina
0,3 M Triglicina
0,1 M Taurina
0,1 M Cloridrato de betaina
0,1 M Espermidina
0,1 M Tetracloridrato de espermina
0,1 M Cloreto de cobalto (III) hexaamina
0,1 M Sarcosina
0,1 M Cloridrato de trimetilamina
1,0 M Cloridrato de guanidina
0,1 M Uréia
0,1 M Hidrato de adenina B-nicotinamida dinucleotideo




0,1 M Hidrato de adenosina-5’-trifosfatodissodico

0,1 M Cloridrato de TCEP

0,01 M GSH (L-Glutationa reduzida), GSSG (L-Glutationa

oxidada)

0,1 M EDTA

5% (m/v) Polivinilpirrolidona K15

30% (m/v) Dextran sulfato de sddio

40% (m/v) Pentaeritritoletoxilato (3/4 EO/OH)

10% (m/v) Polietilenoglicol 3350

30% (m/v) D-(+)-Glicose monohidrato

30% (m/v) Sacarose

30% (m/v) Xilitol

30% (m/v) D-Sorbitol

12% (m/v) Inositol

30% (m/v) D-(+)-Trehalose di-hidratado

30% (m/v) D-(+)-Galactose

30% (m/v) Etilenoglicol

30% (m/v) Glicerol

3,0 M NDSB-195

2,0 M NDSB-201

2,0 M NDSB-211

2,0 M NDSB-221

1,0 M NDSB-256

0,15 mM CYMAL®-7

20% (m/v) Cloridrato de benzamidina

5% (m/v) N-o6xido de n-dodecil-N,N-dimetilamina

5% (m/v) N-octil-B-D-glicosideo

5% (m/v) N-dodecil-B-D-maltosideo

30% (m/v) N-6xido de trimetilamina di-hidratado

30% (m/v) 1,6-Hexanodiol

30% (v/v) (+/-)-2-Metil-2,4-pentanodiol

50% (v/v) Polietilenoglicol 400

50% (v/v) Jeffamina M-600 pH 7,0

40% (v/v) 2,5-Hexanodiol

40% (v/v) (£)-1,3-Butanodiol

40% (v/v) Polipropilenoglicol P 400

30% (v/v) 1,4-Dioxano

30% (v/v) Etanol

30% (v/v) 2-Propanol

30% (v/v) Metanol

10% (v/v) 1,2-Butanodiol

40% (v/v) tert-Butanol

40% (v/v) 1,3-Propanodiol

40% (v/v) Acetonitrila

40% (v/v) Formamida

40% (v/v) 1-Propanol

5% (v/v) Acetato de etila

40% (v/v) Acetona

0,25% (v/v) Diclorometano

7% (v/v) 1-Butanol

40% (v/v) 2,2,2-Trifluoroetanol

30% (v/v) 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol
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100% (v/v) Agua

75% (m/v) Acido tricloroacético

250 mM L-Arginina

250 mM L-Arginina
250 mM Acido L-glutamico

500 mM Glicina

500 mM L-Prolina

120 mM L-Histidina

500 mM B-Alanina

500 mM L-Serina

500 mM Dicloridrato de L-arginina etil éster

500 mM Dicloridrato de L-Argininamida

500 mM Acido 6-aminohexandico

500 mM Diglicina

200 mM Triglicina

5% (m/v) Triptona

2,5 M Betainamono-hidrato

750 mM D-(+)-Trehalose dihidrato

2 M Xilitol

2 M D-Sorbitol

2 M Sacarose

500 mM Hidroxiectoina

2,5 M N-6xido de trimetilamina dihidrato

2 M Metil-a-D-glicopiranosideo

10% (v/v) Trietilenoglicol

500 mM Tetrahidrocloreto de espermina

500 mM Espermidina

500 mM Acido 5-aminovalérico

500 mM Acido glutarico

80 mM Acido adipico

500 mM Dicloridrato de etilenodiamina

500 mM Cloridrato de guanidina

500 mM Uréia

500 mM N-Metiluréia

200 mM N-Etiluréia

30% (m/v) N-Metilformamida

3% (m/v) Hipotaurina

150 mM Cloridrato de TCEP

20 mM GSH (L-Glutationa reduzida)
20 mM GSSG (L-Glutationa oxidada)

5% (m/v) Cloridrato de benzamidina

50 mM EDTA

100 mM Cloreto de magnésio hexahidratado
100 mM Cloreto de calcio di-hidratado

100 mM Cloreto de cadmio hidratado
100 mM Cloreto de cobalto (II) hexahidratado

1 M Sulfobetaina ndo-detergente 195 (NDSB-195)

1 M Sulfobetaina ndo-detergente 201 (NDSB-201)

1 M Sulfobetaina ndo-detergente 211 (NDSB-211)

1 M Sulfobetaina ndo-detergente 221 (NDSB-221)

800 mM Sulfobetaina ndo-detergente 256 (NDSB-256)

500 mM Taurina
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500 mM Acetamida

500 mM Acido oxalico dihidrato

500 mM Malonato de sdédio pH 7

500 mM Acido succinico pH 7

5% (v/v) Tacsimato pH 7

25% (m/v) Brometo de tetraetilamoénio

25% (m/v) Acetilcolina

25% (m/v) Acetato de 1-etil-3-metilimidazol

25% (m/v) Cloreto de 1-butil-3-metilimidazol

25% (m/v) Nitrato de etilaménio

500 mM Sulfato de amonio

500 mM Cloreto de amonio

500 mM Sulfato de magnésio hidratado

500 mM Tiocianato de potassio

250 mM Cloreto de gadolinio (IIT) hexahidratado

250 mM Cloreto de césio

250 mM Acido 4-aminobutirico (GABA)

500 mM Nitrato de litio

500 mM Acido DL-malico pH 7

500 mM Citrato de litio tribasico tetra-hidratado

250 mM Acetato de amonio

250 mM Benzosulfonato de s6dio

250 mM p-Toluenosulfonato de sddio

1 M Cloreto de sodio

1,4 M Cloreto de potassio

700 mM Fosfato de s6dio monobasico monohidratado
1,3 M Fosfato de potassio dibasico

1 M Sulfato de sodio deca-hidratado

1,4 M Cloreto de litio

1 M Brometo de sddio

40% (v/v) Glicerol
400 mM Cloreto de litio

50% (v/v) Glicerol

10% (v/v) Etilenoglicol

10% (v/v) Polietilenoglicol 200

5% (v/v) Polietilenoglicol monometil éter 550

5% (m/v) Polietilenoglicol monometil éter 750

50% (v/v) Formamida

10% (v/v) Polietilenoglicol 400

25% (v/v) Pentaeritritol etoxilato (15/4 EO/OH)

10% (m/v) 1,2-Propanodiol

3% (m/v) Polietilenoglicol monometil éter 1900

3% (m/v) Polietilenoglicol 3350

3% (m/v) Polietilenoglicol 8000

2% (m/v) Polivinilpirrolidona K15

2% (m/v) Polietilenoglicol 20000

10 mM (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina

80 mM a-Ciclodextrina

10 mM B-Ciclodextrina

50 mM Metil-B-ciclodextrina

Todos os aditivos foram usados na propor¢do 1:100 na condicdo de cristalizagdo contendo 0,1 M HEPES-NaOH

pH 7.5,2 M (NH4):804 € 2% PEG 400.
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APENDICE C - CURVAS DOSE-RESPOSTA DOS ONZE SAIS SODICOS
DERIVADOS DE 1,2,4-OXADIAZOIS TESTADOS POR SUA ATIVIDADE
INIBITORIA FRENTE A ENZIMA HKT DE AEDES AEGYPTI, LINHAGEM
RECLAB.
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Figura L—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagéo a concentragdo do composto 4a.

Figura M—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4b.
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Figura N—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relag@o a concentracdo do composto 4c.
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Figura O—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4d.
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Figura P—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relag@o a concentragdo do composto 4e.
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Figura Q—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4f.
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Figura R—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relag@o a concentragdo do composto 4g.

Figura S—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4h.
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Figura T—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4i.

Figura U-Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4;.
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Figura V—Curva dose-resposta da porcentagem de atividade em relagdo a concentragdo do composto 4k.
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APENDICE D - METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO DA CLONAGEM
E EXPRESSAO DA HKT EM CELULAS DE INSETO Sf9.

Os topicos seguintes foram apresentados na Qualificagdo de Doutorado e decidiu-se que
os experimentos seriam descontinuados. Portanto, a titulo de informagao, eles foram movidos

para o Apéndice.

Estes topicos sdo dependentes das etapas de extragdo de RNA, RT-PCR e clonagem em
pPGEM-T easy, anteriormente citadas nas subsecdes 3.5.1 a 3.5.4 da se¢@o de Procedimentos

Experimentais.

Digestio com as enzimas de restricdo Kpnl e Xbal

A digestao das construgdes plasmidiais foi realizada com as enzimas de restri¢do Kpnl e
Xbal (NEB®) para liberar o inserto do vetor pGEM-T easy e realizar a subclonagem destes
insertos no vetor de expressao pIZT. A reagado foi realizada com 10 pL das minipreparagdes, 2
uL de cada enzima de restri¢ao, 4 uL. do NEBuffer 2.1 10X e dgua ultrapura para completar o

volume de reagdo para 40 pL. A reagdo foi incubada a 37°C por 2 horas.

Subclonagem no plasmideo de expressio plZT

O inserto digerido foi purificado com o mesmo kit de purificagio de PCR e
posteriormente inserido ao vetor pIZT, que possibilita a expressdo da proteina em células S19.
A ligagao foi realizada em 3 diferentes proporgdes de DNA:Vetor (1:2, 3:2 e 5:2) e incubadas
a 4 °C por 16 horas nas mesmas condi¢des descritas na secdo 3.5.4. Em seguida, as células
TOP10 competentes foram transformadas com as ligacdes recém-preparadas e plaqueadas em
LB/Agar contendo zeocina a 30 pg/mL. Indculos cresceram em LB para obter as
minipreparagdes conforme descrito na se¢ao 3.5.4. Essas minipreparagdes plasmidiais foram
enviadas para sequenciamento automatico no sequenciador ABI PRISM ® 3100 (Applied
Biosystems®) no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do IAM/FIOCRUZ - PE para
confirmacdo da identidade e integridade das sequéncias clonadas. Todas as imagens de

alinhamento sequencial foram geradas pelo programa BioEdit (HALL, 1999).

Mutagénese sitio-dirigida

Apos a constatacdo da mutagdo no gene obtido por extracdo, foi necessario realizar uma

mutagénese sitio dirigida para adicionar a citosina deletada e corrigir a sequéncia do gene da
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HKT de acordo com a sequéncia usada como modelo para a clonagem. A reagdo da mutagénese
foi preparada com a adi¢do de 1 uL da construgdo em HKT-pIZT, 1 uLL de 10 mM dNTP, 5 uL
de tampao de reacao da PfuTurbo DNA polimerase 10X, 2,5 U PfuTurbo DNA polimerase, 25
ng de cada oligonucleotideo e 33 puL de agua ultrapura aos respectivos microtubos previamente
identificados (AGILENT TECHNOLOGIES, 2002) (Tabela A). A amplificagdo seguiu com
dois programas no termociclador para aumentar as chances de sucesso da rea¢do. Os programas
foram definidos com a primeira desnaturacao a 95 °C por 2 minutos, 16 ciclos de 95 °C por 1
minuto para desnaturagdo, 55 °C por 1 minuto para anelamento e 68 °C por 5 ou 6 minutos para

extensdo. As reagdes foram feitas em duplicata de duas minipreparacdes selecionadas.

Tabela A - Oligonucleotideos iniciadores desenhados para a mutagénese sitio-dirigida da HKT de Aedes aegypti.

Oligonucleotideo Sequéncia
HKT MUT Fw 5’- GAA CTC TCG CCC ATG GAT ACC AGC TCG CC -3°
HKT MUT Rv 5’- GGC GAG CTG GTA TCC ATG GGC GAG AGT TC -3’

Os produtos da mutagénese foram posteriormente incubados com 1 puL. da enzima Dpnl
a 37 °C por 1 hora. Em seguida, 1 pL de cada reacdo foi transformada em células de E. coli
cepa XL1-Blue competentes (Stratagene®) conforme descrito na se¢do 3.1.4 para concluir a
mutagénese do DNA. As células transformadas foram plaqueadas em meio LB/Agar contendo
tetraciclina a 12 pg/mL e incubadas a 37 °C por 16 horas. As minipreparagdes plasmidiais
mutadas foram preparadas como descrito na se¢do 1.4 e submetidas ao sequenciamento
automatico para confirmac¢do da adicdo do nucleotideo. Trés das nove amostras sequenciadas

ndo obtiveram sucesso na mutagénese e foram descartadas.
Expressao e purificacio da HKT recombinante em Sf9

Transfeccio e coleta de meio para purificacdo da HKT recombinante

Para expressar a HKT recombinante, cé¢lulas Sf9 foram transfectadas via lipossoma no
periodo de confluéncia. A cultura de células foi mantida a 27 °C em meio Sf-900 I SFM ® e a
manutengao foi realizada de acordo com o manual (INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES,
2002a). Para realizar a transfec¢do, os frascos de cultura de células foram observados em
microscopio Optico invertido e apds a constatagdo visual da confluéncia, as células foram

repicadas para placas de Petri de 35 mm de didmetro contendo 2 mL de meio Sf-900 II SFM®
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sem antibiotico. O DNA a ser transfectado foi preparado com incubagao inicial com Cellfectin®
e posterior adicdo do lipossoma a cultura das células, conforme descrito no manual
(INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES, 2002b). Em seguida, as cé¢lulas foram mantidas sob
agitacdo orbital overnight a temperatura ambiente. Um controle negativo foi mantido, em que
somente Cellfectin e agua foram adicionadas a uma das culturas. No dia seguinte, as placas
foram incubadas a 27 °C novamente e somente apds 48 horas da transfec¢do, iniciou-se a
selecdo de células transfectadas usando meio Sf-900 II SFM suplementado com zeocina a 300
ng/mL. Nas duas primeiras semanas, as c¢lulas foram monitoradas diariamente para troca de
meio e descarte de células ndo-transfectadas. Apos a confluéncia na placa de Petri, as células
foram repicadas para frascos de cultura de 25 e 75 cm? de superficie de crescimento, além da
diminui¢do da concentragao do antibidtico de 300 pg/mL para 150 pg/mL apds o segundo
repique no frasco de 75 cm®. Apos passagem para o frasco de 75 cm?, as culturas foram bem
estabelecidas e o repique foi realizado a cada 7 dias, aproximadamente. A partir do terceiro
repique da cultura de células no frasco de 75 cm? o meio em que as células cresceram e
chegaram a confluéncia foi centrifugado a 2.000 g, 4 °C por 5 minutos ¢ o sobrenadante foi
estocado a -80 °C para posterior purificacdo da proteina recombinante. Foi observada a morte

gradual da cultura controle e posteriormente descartada, mostrando a eficiéncia da transfecgao.

Purificacdo por cromatografia de afinidade

Os meios estocados a partir da cultura de células foram descongelados lentamente em
banho de gelo e transferidos para um tubo cénico de 50 mL contendo 200 pL da resina Ni-NTA
Agarose® (Thermo Fisher Scientific) pré-equilibrada com 3 lavagens com PBS 1X de 10 mL
cada. A incubagdo foi realizada sob agitacao leve a 4 °C por 1 hora para que a 6x-His tag
interaja com o niquel imobilizado na resina. Apds a incubagdo, a mistura foi centrifugada a
5.000 g, 4 °C por 2 minutos e o sobrenadante descartado. A resina foi transferida para um
microtubo e lavada trés vezes com PBS 1X. O processo de eluigdo da HKT 6xHis da resina
contendo Ni?" ocorreu em 500 pL de solugdo de 0,5 M Imidazol em 100 mM Tris-HCI pH 8
por 1 hora e posterior eluicdo em solu¢ao de 1 M Imidazol em 100 mM Tris-HCI 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 utilizagdo. A proteina recombinante foi submetida

ao SDS-PAGE 10% para constatar a eficiéncia da purificacao.
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Imunodeteccio com Anti-His

Para confirmar a expressdo e purificagdo da HKT 6xHis, foi realizado um ensaio de
imunodetecc¢do com o anticorpo monoclonal Anti-His (Sigma-Aldrich®). Para isso, as amostras
a serem detectadas e os controles foram submetidos a SDS-PAGE 10% e as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®) por eletroforese em cuba
semi seca (Hoefer®) contendo 250 mL de tampao de transferéncia (44 mM Tris-HCl, 37 mM
Glicina e 8% de Etanol). Apos a transferéncia, a membrana foi corada com corante vermelho
de Ponceau para identificacdo do marcador de peso molecular e confirmag¢do da transferéncia

das proteinas.

Em seguida, a membrana foi adicionada ao equipamento Snap ID (Merck®) que
proporciona maior rapidez aos experimentos de blotting. Todos os reagentes utilizados na
imunodetec¢ao foram diluidos em TBS-T 1X para incubacdo com a membrana. As etapas de
preparo da membrana consistiram em incubag¢do com caseina 2% em TBS-T 1X, subsequente
lavagem com 30 mL de TBS-T 1X e incubagdo por 20 minutos com o anticorpo primario Anti-
His produzido em camundongo (Sigma-Aldrich®) em propor¢ao 1:2500 em TBS-T 1X. Apos
a incubag¢do, foram realizadas trés lavagens de 30 mL cada com TBS-T 1X e em seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario Anti-Mouse IgG extraido de coelho
(Jackson ImmunoResearch Laboratories®) em propor¢do 1:10000 em TBS-T 1X. Outras
quatro lavagens de 30 mL cada com TBS-T 1X foram executadas para retirar o excesso dos
anticorpos que nao interagiram com as proteinas imobilizadas na membrana. Apos esse preparo,
a membrana foi umedecida com solu¢do de Luminata Forte (Merck®) e revelada com filme

para imunodeteccao Amersham Hyperfilm (GE Healthcare®).
Subclonagem em pIZT para expressao em Sf9

Apds a obtengdo das minipreparagdes plasmidiais da constru¢do em pGEM-T easy,
seguimos as proximas etapas primeiramente com a linhagem RecLab. As amostras da linhagem
RecLab foram submetidas a digestdo dupla com as enzimas de restrigdo Kpnl e Xbal para
liberagdo do inserto a ser subclonado no plasmideo de expressdo pIZT. A digestdo dupla foi
bem-sucedida, constatada a partir do tamanho do fragmento liberado na eletroforese (Figura

X).
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Figura X - Eletroforese em gel de agarose 1% das amostras da reagdo de digestdo dupla das minipreparagdes
plasmidiais (MP) incubadas com as enzimas de restri¢do Kpnl e Xbal. As bandas destacadas foram excisadas e
extraidas do gel. O controle negativo foi adicionado ao experimento, substituindo as minipreparagdes pelo vetor

pIZT sem inserto. MP: minipreparag@o plasmidial. Marcador: 1kb Plus Ladder (Invitrogen®).

As minipreparagdes plasmidiais em plZT foram submetidas ao sequenciamento
automatico e uma mutacao pontual foi observada em todas as sequéncias. A dele¢ao da citosina
na posi¢do 1078 mudou a fase de leitura dos cédons seguintes, causando a perda da cauda de
6xHis e do epitopo V5 importantes para a purificacdo e imunodeteccao da proteina (Figuras W
e Y). Por causa disso, foi necessario planejar uma mutagénese sitio-dirigida para corrigir o gene
de acordo com a sequéncia escolhida como modelo (AF435806.1). Contudo, outra sequéncia
da HKT proveniente do sequenciamento do genoma do Aedes aegypti (AAEL003508-PA) foi
anotada, e entdo percebemos que nao houve mutagdo e sim provavel erro de anotacdo da
sequéncia do mRNA da HKT submetida em 2006. Isso foi importante pois s6 realizamos a
mutagénese nas construgcdes em pIZT em que os acessorios para purificacdo sdo adicionados
no C-terminal. A mutagdo modificou a fase de leitura dos codons, traduzindo a sequéncia para
outros residuos que ndo sdo os de interesse apods a mutagdo. Ja as construgdes plasmidiais em
pET para expressao em E. coli ndao foram modificadas ja que as proteinas de fusdo sao

adicionadas no N-terminal.
Mutagénese sitio-dirigida

A mutagénese realizada com o kit QuikChange 11 (AGILENT TECHNOLOGIES, 2002)
obteve sucesso em 80% das reagdes, mostrando a eficiéncia do kit e dos oligonucleotideos

iniciadores desenhados (Figura Z). Além disso, a adi¢@o da citosina foi confirmada nos dois



0O =20 WO =+0 WO =20 WO =0 WO-=20 WO-=0 WO=20 YWYWO—=0 WO =20 WO =0 WO =0 1O =0 9

ATGAAATTTACCCCGCCGCCAAGTTCCCTCCGGGGGCCACTCGTCATCCCGGACAAGATCATGATGGGCCCGGGGCCGTCCAACTGTTCGAAACGTGTCC

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
M K F T P P P S S L R G P L \ 1 P D K 1 M M G P G P S N C S K R \

TCGCGGCGTTGAACAACACCTGCCTCAGCAACTTCCACGACGAGCTGTTCCAGGTCATCGACGAAGTCAAAGACGGCCTGCGGTACATTTTCCAAACCGA

L A A L N N T C L S N F H D E L F Q \ | D E v K D G L R Y | F Q T E

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

1100

Figura W - Sequéncia de DNA da RL_HKT e sua traducdo em fase de leitura. As modificagdes dos residuos apds a mutacdo estdo sublinhadas.
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Figura Y - Alinhamento da sequéncia da HKT depositada no UniProtKB (Q95V15) com as traduzidas a partir do gene obtido das larvas da linhagem RecLab antes
(RL_HKT) e apds a mutagénese (RL_HKT MUT).
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tempos de extensdo do DNA nos ciclos, o que da a preferéncia ao protocolo com menor tempo

de extensdo na reacao.

RL HKTI RL_HKTI MUT

- TS et o G '—fr-j-;f'—'—&—&;~;--/‘i—--

Figura Z - Trecho do eletroferograma das minipreparacdes plasmidiais antes (RL_HKT1) e ap6s a mutagénese
sitio-dirigida (RL_HKT1 MUT) para adicionar a citosina ausente e obter as sequéncias com a fase de leitura

esperada. As alteragdes estdo destacadas em vermelho.

Purificacdo e imunodeteccio da HKT expressa em Sf9

As minipreparagdes plasmidiais obtidas apos a mutagénese foram adicionadas as células
Sf9 por transfecccao via lipossoma para expressao da HKT. Apods o estabelecimento das
culturas, os meios em que as células expressaram a proteina foram submetidos a purificagao
por cromatografia de afinidade. Apds a imobilizagdo da proteina de interesse na resina de
agarose/Ni** a proteina foi eluida com tampdo contendo imidazol. As aliquotas da proteina
eluida foram submetidas a SDS-PAGE 10% para andlise do sucesso da purificagdo.
Observamos que 0,5 M de imidazol foi suficiente para eluir quase que completamente a proteina
da resina com Ni?" imobilizado. A banda da HKT foi fracamente observada entre 40 e 50 kDa

na aliquota da resina estocada, confirmando elui¢dao da proteina em até 1 M de imidazol (Figura
AA).
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Figura AA - SDS-PAGE 10% da purificagdo da HKT expressa por células Sf9. Marcador: Benchmark Protein
Ladder (Invitrogen®).

Para confirmar a identidade da proteina purificada, foram realizados ensaios de
imunodetec¢ao com o anticorpo Anti-His extraido de camundongo. Quatro frascos de cultura
foram mantidos com células Sf9 transfectadas e a purificacdo dos meios de cada frasco foi feita
separadamente. As aliquotas da primeira elui¢ao de cada frasco foram submetidas a SDS-PAGE
10%, transferidas para membrana de nitrocelulose e entdo a imunodetec¢do foi realizada

(Figura AB).

Frascos de Cultura 1 2 3 4

Figura AB - Imunodetecc¢do da HKT expressa em células Sf9 usando o anticorpo monoclonal Anti-His. Os

meios de quatro culturas foram purificados e as aliquotas detectadas sao relativas a elui¢do com 0,5 M imidazol.

Trés das quatro amostras foram detectadas pelo anticorpo e ainda com respostas de
diferentes intensidades. Isso pode ser justificado pelo tempo de repique das células, pois foi
realizada mais de uma transfec¢do como precaucao. Além disso, algumas culturas estavam com

problemas de crescimento, em que a confluéncia sé era alcancada apos os sete dias esperados.
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ANEXO A - DEPOSITO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA HKT DE
AEDES AEGYPTI (LINHAGEM RECLAB) NO BANCO DE DADOS DE PROTEINAS



03/02/2020 RCSB PDB - 6MFB: Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti 161

= Navigation Tabs

( Biological Assembly 1 )

&0 3D View: Structure | Electron Density | Ligand Interaction

Standalone Viewers
Protein Workshop | Ligand Explorer

Global Symmetry: Cyclic - C2 (3D View)
Global Stoichiometry: Homo 2-mer - A2

https://www.rcsb.org/structure/6MFB 1/4


https://www.rcsb.org/
https://cdn.rcsb.org/images/rutgers/mf/6mfb/6mfb.pdb1-500.jpg
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB/1
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=electronDensityMaps
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=ligandInteraction&sele=PLP
https://www.rcsb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=PW&structureId=6MFB&unit=bio&unit_id=1
https://www.rcsb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=LX&structureId=6MFB
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB/1?preset=symmetry&sele=C2

03/02/2020 RCSB PDB - 6MFB: Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti 162

Biological assembly 1 assigned by authors and generated by PISA (software)

I Display Files v | ® Download Files v

6MFB

Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti
DOI: 10.2210/pdb6MFB/pdb

Classification: TRANSFERASE
Organism(s): Aedes aegypti
Expression System: Escherichia coli

Deposited: 2018-09-10 Released: 2019-09-18
Deposition Author(s): Maciel, L.G., Oliveira, A.A., Romao, T.P., Silva Filha, M.H.N.L., dos Anjos, J.V.,
Soares, TA., Guido, R.V.C.

Experimental Data Snapshot

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.5 A

R-Value Free: 0.261

R-Value Work: 0.187

wwPDB Validation @ 3D Report = Full Report

This is version 1.0 of the entry. See complete history.

Literature

Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti

Maciel, L.G., Oliveira, A.A., Romao, T.P,, Silva Filha, M.H.N.L., dos Anjos, J.V., Soares, T.A., Guido,
R.V.C.

To be published.

https://www.rcsb.org/structure/6MFB 2/4


https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB/1
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=electronDensityMaps
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=ligandInteraction&sele=PLP
https://www.rcsb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=PW&structureId=6MFB&unit=bio&unit_id=1
https://www.rcsb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=LX&structureId=6MFB
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB/1?preset=symmetry&sele=C2
http://dx.doi.org/10.2210/pdb6MFB/pdb
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=StructureKeywordsQuery&display=true&struct_keywords.pdbx_keywords.value=TRANSFERASE&struct_keywords.pdbx_keywords.comparator=contains
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=7159
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Maciel,%20L.G.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Oliveira,%20A.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Romao,%20T.P.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Silva%20Filha,%20M.H.N.L.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=dos%20Anjos,%20J.V.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Soares,%20T.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Guido,%20R.V.C.
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=validationReport
https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation_reports/mf/6mfb/6mfb_full_validation.pdf
https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation_reports/mf/6mfb/6mfb_full_validation.pdf
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Maciel,%20L.G.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Oliveira,%20A.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Romao,%20T.P.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Silva%20Filha,%20M.H.N.L.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=dos%20Anjos,%20J.V.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Soares,%20T.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Guido,%20R.V.C.

03/02/2020

Macromolecules

Find similar proteins by: Sequence | Structure

RCSB PDB - 6MFB: Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti

Entity ID: 1
Molecule Chains Sequence Organism Details
Length
Serine--pyruvate A C,B,D 386 Aedes Mutation(s): 0
aminotransferase aegypti EC: 2.6.1.44,
2.6.1.51

Find proteins for Q0IG34 (Aedes aegypti)
Go to UniProtKB:

Small Molecules

Ligands 1 Unique

ID Chains Name / Formula / InChl Key 2D Diagram 3D Interactions
PLP A,B,C,D PYRIDOXAL-5'-PHOSPHATE . ‘ © Ligand Interaction
VITAMIN B6 Phosphate o
CS H10N06P Ho, = o
NGVDGCNFYWLIFO- -
UHFFFAOYSA-N
Experimental Data & Validation
Experimental Data
Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.5 A
R-Value Free: 0.261
R-Value Work: 0.187
Space Group: P 24 2, 24
Unit Cell:
Length (A) Angle (°)
a =86.706 a =90.00
b=115.729 3 =90.00
c=172.163 y =90.00

https://www.rcsb.org/structure/6MFB

163

3/4


https://www.rcsb.org/pdb/explore/sequenceCluster.do?structureId=6MFB
https://www.rcsb.org/pdb/explore/structureCluster.do?structureId=6MFB
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=7159
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=EnzymeClassificationQuery&Enzyme_Classification=2.6.1.44
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=EnzymeClassificationQuery&Enzyme_Classification=2.6.1.51
https://www.rcsb.org/pdb/search/smart.do?smartComparator=and&smartSearchSubtype_0=UpAccessionIdQuery&target=Current&accessionIdList_0=Q0IG34
http://www.uniprot.org/uniprot/Q0IG34
https://www.rcsb.org/ligand/PLP
https://cdn.rcsb.org/etl/ligand/img/P/PLP/PLP-large.png
https://www.rcsb.org/3d-view/6MFB?preset=ligandInteraction&sele=PLP
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=SpaceGroupQuery&display=true&symmetry.space_group_name_H-M.value=P%2021%2021%2021

03/02/2020 RCSB PDB - 6MFB: Crystal structure of 3-hydroxykynurenine transaminase from Aedes aegypti

Software Package:

Software Name
XDS

Aimless
PHASER
REFMAC

Structure Validation

View Full Validation Report or Ramachandran Plots

Entry History

Deposition Data

Deposited Date: 2018-09-10
Released Date: 2019-09-18

Deposition Author(s): Maciel, L.G., Oliveira, A.A., Romao, T.P., Silva Filha, M.H.N.L., dos Anjos,

Purpose

data reduction
data scaling
phasing

refinement

J.V., Soares, T.A., Guido, R.V.C.

Revision History

« Version 1.0: 2019-09-18
Type: Initial release

RCSB PDB is funded by the National Science Foundation (DBI-1832184), the US Department of Energy (DE-

164

SCO0019749), and the National Cancer Institute, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, and National

Institute of General Medical Sciences of the National Institutes of Health under grant R01GM133198.

https://www.rcsb.org/structure/6MFB

4/4


http://www.nsf.gov/
http://science.energy.gov/
http://www.cancer.gov/
http://www.niaid.nih.gov/
http://www.nigms.nih.gov/
http://www.nih.gov/
https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation_reports/mf/6mfb/6mfb_full_validation.pdf
https://cdn.rcsb.org/etl/ramachandran/img/mf/6mfb/6mfb_rama.jpg
https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation_reports/mf/6mfb/6mfb_full_validation.pdf
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Maciel,%20L.G.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Oliveira,%20A.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Romao,%20T.P.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Silva%20Filha,%20M.H.N.L.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=dos%20Anjos,%20J.V.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Soares,%20T.A.
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Guido,%20R.V.C.

165

ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA CIENTIFICA BIOORGANIC AND
MEDICINAL CHEMISTRY



Bioorganic & Medicinal Chemistry 28 (2020) 115252

Contents lists available at ScienceDirect

Bioorganic & Medicinal Chemistry

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bmc

Discovery of 1,2,4-oxadiazole derivatives as a novel class of noncompetitive
inhibitors of 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT) from Aedes aegypti

Check for
updates

Larissa G. Maciel®, Andrew A. Oliveira”, Tatiany P. Romao®, Laylla L.L. Leal®, Rafael V.C. Guido®,
Maria Helena N.L. Silva-Filha®, Janaina V. dos Anjos™", Thereza A. Soares™"

2 Department of Fundamental Chemistry — Federal University of Pernambuco, Av. Jornalista Anibal Fernandes, s/n’Cidade Universitdria — Recife, PE 50740-560, Brazil
Y Sao Carlos Institute of Physics — University of Sdo Paulo, Av. Joao Dagnone, 1100 Jardim Santa Angelina, Sdo Carlos, SP 13563-120, Brazil
¢ Institute Aggeu Magalhdes (IAM) — FIOCRUZ, Av. Professor Moraes Rego s/n’, Recife, PE 50740-560 Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
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The mosquito Aedes aegypti is the vector of arboviruses such as Zika, Chikungunya, dengue and yellow fever.
These infectious diseases have a major impact on public health. The unavailability of effective vaccines or drugs
to prevent or treat most of these diseases makes vector control the main form of prevention. One strategy to
promote mosquito population control is the use of synthetic insecticides to inhibit key enzymes in the metabolic
pathway of these insects, particularly during larval stages. One of the main targets of the kynurenine detox-

ification pathway in mosquitoes is the enzyme 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT), which catalyzes the
conversion of 3-hydroxykynurenine (3-HK) into xanthurenic acid (XA). In this work, we report eleven newly
synthesized oxadiazole derivatives and demonstrate that these compounds are potent noncompetitive inhibitors
of HKT from Ae. aegypti. The present data provide direct evidence that HKT can be explored as a molecular target
for the discovery of novel larvicides against Ae. aegypti. More importantly, it ensures that structural information
derived from the HKT 3D-structure can be used to guide the development of more potent inhibitors.

1. Introduction

Arboviruses are responsible for diseases such as Zika, Chikungunya,
dengue and yellow fever which have spread at high rates throughout
the world in the last years."™ Therefore, increasing mortality and
morbidity rates have been reported in association with these dis-
eases.”® More recently, Zika viruses have spread around the world,
with a particularly aggravating effect of the congenital syndrome in
newborns whose mothers were infected in pregnancy.”'® The World
Health Organization have reported the Zika virus transmission in 52
countries and territories of the Americas between 2015 and 2018, and
31 countries worldwide have reported infantile microcephaly and/or
CNS malformation cases until March 2017.'"*2

The mosquito Aedes aegypti is the primary vector responsible for the
transmission of the Zika, hikungunya and dengue viruses. The control
of this species has been impaired due to the great adaptability of the
mosquito to urban environments, high anthropophilic behavior in ad-
dition to other biological features.'> Moreover, vaccine development
against all arboviruses and their multiple serotypes transmitted by a
given vector has a high cost and requires exceedingly long periods of
development.’*'> In the absence of effective vaccines, the most

* Corresponding authors.

accessible alternative to decrease the transmission of these diseases
remains vector control. In this scenario, the discovery of novel in-
secticides with innovative mode of action is needed, in particular, in
view of the spread resistance to synthetic compounds such as organo-
phosphates and pyrethroids, which have been largely employed against
Ae. aegypti control.'®'? Nowadays the mosquito mechanism of re-
sistance is better understood.’*** It is known that insects can become
insensitive to insecticide through metabolic resistance in which in-
secticide-resistant strains metabolize the insecticide more efficiently
than insecticide-susceptible strains, and/or through target modification
in which the insecticide-target molecule may change the structure/se-
quence or even behavioral modifications with indoor feeders becoming
outdoor feeders. Therefore, it is indispensable for novel larvicides to
exhibit high specificity and low toxicity in order to minimize the
emergence of resistant mosquitoes and toxic effects in other species.’

An important metabolic pathway in mosquitoes is the kynurenine
pathway, which is the major tryptophan catabolism pathway in living
organisms. The tryptophan can be oxidized to quinolinic acid, ky-
nurenic acid, or xanthurenic acid depending on the organism.?**° In
humans, some metabolites from this pathway are involved in several
neurologic disorders and the quinolinic acid can react to form
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nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+).%>?° The metabolite 3-
hydroxykynurenine (3-HK) has been associated with oxidative stress
caused by spontaneous oxidation of reactive oxygen species.””*® In this
case, 3-HK can be either hydrolyzed by the enzyme kynureninase or can
be the precursor for xanthurenic acid synthesis by the enzymes ky-
nurenine aminotransferase I and IL>° In mosquitoes, this pathway
comprises the tryptophan degradation, taking to the chemically stable
xanthurenic acid (XA). This acid is synthesized from the 3-HK in an
irreversible reaction catalyzed by the enzyme 3-hydroxykynurenine
transaminase (HKT).?°>* The absence of kynureninase in mosquitoes
makes HKT the only enzyme responsible for 3-HK regulation in mos-
quitoes.*® Further, previous reports have shown that xanthurenic acid is
essential for the sexual reproduction of Plasmodium falciparium in the
malaria vector Anopheles spp.>* Therefore, inhibition of the enzymatic
conversion of 3-HK into xanthurenic acid in the kynurenine pathway is
an attractive strategy to control Ae. aegypti development and Anopheles
spp. via the accumulation of 3-HK.

Recently, the three-dimensional structure of HKT from Ae. aegypti in
its holo form was solved. However, the crystallographic structure of
HKT from Anopheles gambiae (AgHKT) co-crystallized with the compe-
titive inhibitor 4-(2-aminophenyl)-4-oxobutyric acid (4-OB) was pre-
viously determined at 2.7 A resolution.*® These HKTs from An. gambiae
and Ae. aegypti are orthologs with 79% of sequence identity, and
identical residues within a radius of 7 A from the active site.>® There-
fore, the X-ray structure of HKT from An. gambiae may provide valuable
structural information for the design of inhibitors against HKT from Ae.
aegypti.>® Previously, we have recognized the striking structural simi-
larity between 4-(2-aminophenyl)-4-oxobutyric acid inhibitor and
1,2,4-oxadiazole derivatives (Fig. 1). We have shown that these het-
erocyclic compounds could have similar binding modes and equivalent
affinity for HKT as the crystallographic inhibitor 4-(2-aminophenyl)-4-
oxobutyric acid. Furthermore, toxicity bioassays performed for fourth-
instar larvae of Ae. aegypti have shown that several 1,2,4-oxadiazole
derivatives exhibit potent activity against Ae. aegypti larvae (ca. of
15 ppm) and low toxicity in mammals.>®

In this work, we report the discovery of 1,2,4-oxadiazole as in-
hibitors of HKT from Ae. aegypti. We developed a high yield procedure
for the expression and purification of an active recombinant form of
HKT and a biochemical protocol for the detection of the xanthurenic
acid yielded by HKT catalysis. We subsequently performed enzyme
inhibitory assays using the recombinant HKT and a series of novel,
water-soluble, 1,2,4-oxadiazole derivatives. This work provides direct
evidence that HKT can be explored as a molecular target for the dis-
covery of novel larvicides against Ae. aegypti.

2. Results and discussion
2.1. Insilico analysis of HKT

Gene analysis of Aedes aegypti HKT showed that it has four introns
and five exons. For reasons of splicing processing in the prokaryotic

Fig. 1. Structure of (A) 1,2,4-oxadiazole scaffold and (B) 4-(2-aminophenyl)-4-
oxobutyric acid (4-OB).
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expression system and the size of the introns in this species, it was ne-
cessary to use the cDNA for ligase independent cloning (LIC). The HKT
mRNA sequence was obtained from the GenBank (access number
AF435806.1) and has 1167-base pairs (bp) length. Oligonucleotides were
designed from this sequence to perform a ligase independent cloning
(LIC) into the expression vector. Annotation of respective translated
mRNA (access number AAL29468.1) has 389 amino acids and predicted
size of 43 kDa. Residues G25, S43 and R356 are located in the active site
and are conserved in relation to HKT orthologs from An. gambiae.

2.2. ¢cDNA amplification via RT-PCR

RT-PCR was performed using total RNA extracted from pools of
fourth-instar RecLab (RL) Ae. aegypti larvae. Samples were submitted to
the reaction and a fragment of around 1100-bp was amplified. The
fragments were purified, cloned in pGEM-T Easy© vector and se-
quenced to confirm their identity and to evaluate the integrity of these
cDNA sequences. The translated protein sequences from Ae. aegypti HKT
(RL_AeHKT) cDNA constructs were aligned with HKT sequence de-
posited in UniProtKB (Q95V15). The sequences showed to be identical
to the reference except for a polymorphism H360M detected in all
clones (Fig. 2). This mutation is provoked by the deletion of one cy-
tosine, which caused a change in the reading frame, altering some
following amino acids from these sequences. The recombinant RL
AeHKT differs in ATG codon for translated methionine in comparison to
the CATG codon for translated histidine from the reference sequence
Q95V15 AeHKT. This polymorphism in clones that have a quite distinct
geographical origin is an evidence that this mutation is well established
within the species.?” Four constructs were obtained and two of them
were selected for cloning into the pETTrxA-1a/LIC expression vector.

2.3. Expression and purification of recombinant HKT

Rosetta 2 DE3 Escherichia coli cells transformed with the constructs
were inoculated into the auto-inducer ZYM-5052 culture medium.*®
Bacterial growth was performed at 37 °C until reach ODgg of 0.6 and
then the temperature was decreased to 22 °C to induce protein ex-
pression. The recombinant RL. AeHKT is N-terminally fused to Thior-
edoxin A (Trx) and a 6x-His tag to increase the solubility of the protein,
and to allow its purification by Immobilized Metal Affinity Chromato-
graphy (IMAC), respectively. The purification protocol was based on
Ni?* affinity chromatography to extract the recombinant HKT from
bacterial lysate and subsequently, incubation with TEV protease to re-
move Trx and 6x-His tags. RL_AeHKT-Trx exhibited a migration profile
of approximately 50 kDa, which is consistent with the predicted size of
54 kDa (43 kDa®? of HKT e 11 kDa of Trx>?). After all the purification
steps, RL_AeHKT showed integrity at the electrophoresis level (Fig. 3)
and a yield of 30 mg per liter of induced bacterial culture.

2.4. Synthesis of 1,2,4-oxadiazoles-like sodium salts

1,2,4-Oxadiazoles are five-membered heterocyclic compounds,
which contain an oxygen atom in position 1, and two nitrogen atoms in
positions 2 and 4 (Fig. 1). The oxadiazole moiety is resistant to hy-
drolysis and can act as a bioisostere of esters and amides, being a
promising scaffold for the design of bioactive molecules. Previous stu-
dies performed by our group have shown that larvicides containing the
1,2,4-oxadiazole group could be potentially used as inhibitors of the
HKT enzyme”®. The water-soluble larvicides were obtained via a three-
step synthesis, starting with the respective amidoxime and glutaric
anhydride to form 4-[3-(aryl)-1,2,4-oxadiazole-5-yl]butanoic acids.
After recrystallization, these compounds reacted with sodium hydro-
xide in methanolic medium yielding the corresponding sodium salts,
which were tested for inhibitory activity against HKT (Scheme 1). Most
of the compounds 3a-k was already tested as larvicides against Aedes
aegypti by our group, but there is no report of larvicidal activity of the
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Fig. 2. Open reading frame (ORF) coding sequence for the recombinant RL AeHKT and the corresponding translated amino acid sequence, showing predicted
molecular weight of 43,427 Daltons. Residues from polymorphism H360M are colored with blue (A). Predicted Aedes aegypti HKT protein sequence from UniProtKB
(Q95V15) aligned with clones RL_AeHKT1 and RL_AeHKT2. Semi- and non-conserved amino acids are colored with green and orange background, respectively. Red
arrows indicate the conserved amino acids participating in substrate and inhibitor recognition in the HKT active site, as revealed by the crystal structure of AgHKT in
complex with the inhibitor 4-OB>® (B). Sequence alignment of C-terminal regions (from amino acid number 340) of RL_AeHKT1, Q95V15 and Anopheles gambiae HKT
amino acid sequence from UniProtKB (Q7PRG3). Semi-conserved amino acids in green background and non-conserved amino acids in orange background (C).
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Fig. 2. (continued)

Fig. 3. SDS-PAGE-based analysis of samples collected along the purification
steps of recombinant RL_AeHKT-Trx. (1) Total lysate; (2) Soluble fraction be-
fore affinity column; (3) RL_AeHKT-Trx eluted fraction by a Ni*" affinity
chromatography; (4) Removal of the fusion protein by TEV protease (33 kDa);
(5) RL_AeHKT eluted fraction by a Ni*>* affinity chromatography. SDS-PAGE
10% stained with Coomassie blue. The tagged protein (RL_AeHKT-Trx), cleaved
protein (RL_AeHKT) and protease used (TEV) are indicated with arrows.
Molecular markers (MW) in kDa.

compounds 3c, 3e, 3g, 3h and their salt-derivatives. Since they are a
series derived from canonical 3a (LCso = 92.7 ppm), we can infer that
the salt-derivatives 4a-k show larvicidal activity as well.>®

2.5. Biochemical assays

Enzymatic assays were conducted by a new standardized protocol
modified from Han and coworkers®* and developed to evaluate the
conversion of 3-HK to xanthurenic acid (XA) by HKT. The assays were
performed on a 96-well round bottom microplate, allowing for si-
multaneous reading of multiple samples, and thus for a faster and
cheaper characterization of RL AeHKT activity and/or inhibition. The
method is based on XA-Fe** complex detection, first described by
Lepkovski and coworkers to detect XA in pyridoxine-deficient mice.***!
More recently, Lima and coworkers used the same complexation reac-
tion to quantify XA in Ae. aegypti midgut.** The reaction was set by the
combination of 2 nug of recombinant enzyme RL_AeHKT, 2 mM of amino
donor substrate (3-p,.-HK), 2 mM of amino acceptor sodium pyruvate
and 40 uM of the cofactor pyridoxal-5-phosphate (PLP) in a 100 pL
final volume. Reactions were stopped by addition of 100 pL of a 10 mM
FeCl3'6H,0 solution in 0.1 M HCl. The assays were performed in du-
plicate, and a calibration curve was built to quantify the amount of XA
generated by RL_AeHKT (R? = 0.98). The absorbance values of the
complex were read at 570 nm after 5 min of incubation at 50 °C. Protein
samples derived from two clones obtained were tested, and no differ-
ences in XA concentrations were observed, indicating that both clones
are equally functional. The blank analysis was performed to verify the
specificity of the complexation of Fe*>* to XA, instead of other com-
ponents such as PLP or pyruvate. Although the mutation H360M is near
to one of the important residues on the active site (R356), the
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Scheme 1. Synthesis of oxadiazole salts tested as HKT inhibitors. i: NH,OH.HCl and Na,CO3 (4 eq.), ethanol/H,O0, r.t.; ii: glutaric anhydride (1.5 eq.), neat; iii: NaOH

(1 eq.) and methanol, r.t.

enzymatic activity of the recombinant R, AeHKT was confirmed by the
formation of XA. The stability of the purified RL_AeHKT was tested in a
sample stocked in 11 mg.mL ™, without glycerol at —20 °C for four
months. At the enzymatic activity level, the stocked protein showed
similar rate as the freshly purified protein (available in SI).

2.6. Enzyme Kinetics

The steady-state kinetic constants of RL_AeHKT were estimated
from absorbance changes during the catalysis of the substrate 3-p,L.-HK
at pH 7.5 at 50 °C using a BIOTEKO© ELx808 absorbance spectro-
photometer at 570 nm. Values for Michaelis-Menten constant (Ky;) and
maximal enzyme turnover (kcat) with their standard errors were cal-
culated by fitting the experimental measurements to the Michaelis-
Menten model incorporated in GraphPad Prism7.0. Catalytic efficiency
(kcat/Kyy) values with their standard errors were obtained by fitting the
experimental data to the normalized Michaelis-Menten equation.
Progress curves were carried from 0 to 25 min (with 5 min interval) to
determine the total reaction time in order to standardize the new pro-
tocol and estimate the kinetics constants. The interval of the first-order
reaction was observed from 0 to 5 min of incubation, and a plateau was
reached after 20 min. Kinetics constants were calculated using the re-
action conditions described in the previous section and varying 3-p,L-
HK concentrations from 0.5 to 10 mM (Table 1). Previously, Han and
coworkers®? measured the kinetics constants for HKT from Ae. aegypti
expressed in Sf9 cells (AeHKT). Although a direct comparison of our
measurements to the latter work is not straightforward due to different
expression conditions and biochemical assays, we measured similar Ky,
values for HKT expressed in E. coli (Kyy = 3.3 mM) compared to the
enzyme expressed in Sf9 cells (Ky = 3.0 mM).>? It indicates that there
are no differences in substrate specificity between the recombinant
enzymes from the prokaryotic and eukaryotic organisms. In contrast,
AgHKT has higher affinity for 3-p,.-HK than both recombinant HKT
from Aedes aegypti expressed in different systems. This difference in Ky
is even more remarkable in tests with L-kynurenine as substrate. One of
the probable reasons for this difference in substrate recognition is the
presence of D- isomer in 3-p,.-HK commercial substrate, as discussed by
Canavesi and coworkers.”® Despite this difficulty, our interest here is
the HKT detoxification activity in the conversion of 3-HK to XA, besides

Table 1

XA is the key compound in XA-Fe>* detection. In terms of turnover rate,
the measured RL_AeHKT kcat is almost four-times lower than the
AeHKT and two-times lower than AgHKT. However, the decrease in the
catalytic efficiency of recombinant HKT expressed in E. coli compared
to the one expressed in Sf9 cells was counterbalanced by a higher yield
of purified protein. Hence, the former is a recombinant protein ex-
pression system cheaper and less time-consuming than that in insect
cells, which is required for further inhibitory studies by novel variants
of 1,2,4-oxadiazoles currently being synthesized in our group.

The effect of pH and temperature on RL_AeHKT activity was eval-
uated in the range between 6 and 10 and 30 to 70 °C, respectively
(Fig. 4). Optimal RL_AeHKT activity was observed at pH 8, slightly
lower than pH 9 measured for the HKT recombinant expressed in Sf9
cells.> During the measurements, there was an atypical increase in the
measured RL_AeHKT activity at pH 10 (Fig. 4). Although the pH of the
solution was controlled during the conversion of 3-HK into XA by HKT,
the quantification of the amount of converted XA was performed
through the addition of the same volume of FeCl3-6H,0 in HClI solution.
The addition of HCI rapidly decreases the final pH of the solution. It is
known that iron (III) hydroxide species are formed in acid to neutral
pH, and its accumulation makes the solution turbid. Consistently, we
observed that upon the addition of the HCI solution to the HKT-cata-
lyzed reaction at pH 10, the solution changed from light green/trans-
parent to pale white/turbid appearance. The solution remained light
green and transparent in all the lower pH values investigated in this
work. Another possible explanation for the apparent increase in
RL_AeHKT activity at pH 10 would be the formation of iron carbonate
salts in alkaline pH. These salts are insoluble and begin to precipitate,
making the solution turbid and preventing accurate reading via the
colorimetric assay used here. However, our measurements undoubtedly
indicate that RL_AeHKT exhibits optimal enzymatic activity around pH
8 (Fig. 4), and the measurement at pH 10 was reported for the sake of
scientific completeness. In temperature arrays, RL_AeHKT exhibited
higher activity at 50 °C with a decrease in the enzymatic activity at
temperatures above that value. Additionally, the HEPES buffer was
chosen for the experiments due to its reported low interference and
high stability in biological assays*® as well as our experiments showed
that RL_AeHKT is more soluble at this buffer.

Comparison of the kinetics parameters of the RL_AeHKT from Aedes aegypti with the recombinant HKT expressed in insect cells and the homologue HKT from

Anopheles gambiae.

Enzyme Substrate Ky (mM) Kcat (min~1) Kcat/Ky (min~*mM ™)
RL_AeHKT 3-p,L-hydroxykynurenine 33 = 0.8 492.3 + 46 149.2 + 50

AeHKT* 3-p,1-hydroxykynurenine 3.0 = 04 1760 * 80 587 * 107

AgHKT* 3-p,1-hydroxykynurenine 2.0 £ 0.3 988.5 + 113 494.3 = 80

AgHKT* L-kynurenine 1.4 = 0.2 - -

RL_AeHKT kinetics constants were derived by using final concentrations of 3-p,.-HK of 0.5 1.75, 3.0, 4.0, 8.5 and 10 mM in the presence of 5 mM sodium pyruvate.
The parameters were calculated by fitting experimental data into Michaelis-Menten regression in GraphPad Prism 7.0
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Fig. 4. Effect of pH (A) and temperature (B) on RL_AeHKT activity. The pH
evaluation tests were conducted using buffers Tris-HCl pH 6, 7 and 8, HEPES pH
7.5, Borate pH 9 and Carbonate pH 10. These buffers were tested in RL_AeHKT
activity during incubation time of the assay, before the addition of FeCl3-6H,O
in HCI solution to detect XA-Fe®>* complex. The temperature was analyzed by
incubation the complete reaction for 5 min at 30, 40, 50, 60 and 70 °C.

2.7. Inhibition assays

The inhibitory activity of eleven new 1,2,4-oxadiazole derivatives
was assessed in duplicate by adding 0.5-0.05 mM of each diluted salt in
200 mM HEPES buffer pH 7/100 mM NaCl. In each assay, a negative
control was taken into account to calculate the final activity percentage.
The obtained ICs, values range from 42 to 294 uM, which are promising
results for the first series of RL_AeHKT inhibitors. Eight out of the
eleven inhibitors showed ICs, values below 100 uM (Table 2). The most
potent compounds exhibited inhibition activity in the two-digits mi-
cromolar range (4i, ICsp = 42 pM and 4f, IC5o = 54 uM).

Despite the chemical diversity of aromatic ring substituents in the
synthesized compounds, there is not a clear relationship between the
substitution pattern at the aromatic ring and the experimental ICsq
values obtained herein (Table 2). For instance, the most promising
RL_AeHKT inhibitor 4i has an iodine atom in the para position, in-
dicating that an electronegative, soft and bulky group at this position is
favorable for inhibitory activity. However, inhibitors 4d and 4j con-
taining bromine and chlorine atoms at the same aromatic ring position
exhibited only moderate inhibition. Nevertheless, a potential structural
feature associated to the increased inhibition of RL_AeHKT is the oc-
currence of bulky groups at the meta position (4c, 4f, 4g, 4k) of com-
pounds, exhibiting ICso values bellow 100 pM (Table 2). Our previous
findings indicate that chemical substitutions on the aromatic ring do
not significantly affect the binding of 1,2,4-oxadiazole derivatives to
HKT.?® This is so because upon binding to the enzyme, the aromatic
ring in the oxadiazole scaffold is positioned partially outside the active
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site pocket (Fig. 5).°° The present findings are consistent with our
previous molecular docking calculations predicting that these com-
pounds could be potential HKT inhibitors.>®

These assays demonstrate that 1,2,4-oxadiazole derivatives inhibit
the conversion of 3-hydroxykynurenine in xanthurenic acid by the en-
zyme RL_AeHKT. Therefore, the next step was to determine the type of
inhibition underlying this class of compounds towards RL_AeHKT.
Kinetics assays were performed for four concentrations of our canonical
compound 4a at different concentrations of the substrate 3-p,.-HK
(Fig. 6). Different types of inhibition can be identified from changes in
the slope (Viax) and y-intercept location (Kyi/Vimax) of the regressions in
the Lineweaver-Burk plots.*® The addition of compound 4a triggered
changes in the regression slope and y-intercept which is representative
of a noncompetitive mixed inhibition, i.e. it displays properties of both
competitive and uncompetitive inhibitions (Fig. 6). Therefore, it can be
inferred from our assay that compound 4a decreases RL_AeHKT enzy-
matic activity through the binding to both the free as well as the sub-
strate-bound enzyme. For example, this type of inhibition was observed
in assays between human alanine-glyoxylate transaminase and pyr-
uvate as inhibitor.*” These two enzymes share 44% of identity and 67%
of sequence similarity and both are PLP-dependent enzymes. The
nonlinear regression fit of the raw data showed a K; = 360 pM and
aK; = 1224 pM, indicating that the inhibitor exhibits higher affinity for
the free form of the enzyme (o > 1). The K; value for compound 4a is
similar to the co-crystallized inhibitor from AgHKT, 4-OB
(K; = 300 uM).*® This means that the series of compounds related here
have similar behavior as the reference compound, showing potential to
guide improvements aiming the development of more potent HKT in-
hibitors.

2.8. Potential molecular interactions of 1,2,4-Oxadiazoles with human
kynurenine aminotransferase I and I

A potential undesirable protein target for 1,2,4-oxadiazoles are the
human kynurenine aminotransferases I (KAT-I) and II (KAT-II). Like
HKT, KATs catalyze the irreversible transamination of 3-HK to XA via a
PLP-dependent transamination reaction (for a reviews see’®*%). As per
request of a Reviewer, we have applied molecular docking calculations
to explore the potential binding of the canonical 4a compound to the X-
ray structures of KAT-I and KAT-II (Fig. 7). It should be mentioned that
HKT and KATs have a low sequence identity (less than 20%°*°") and
their X-ray structures exhibit RMSD values between backbone atoms of
14.6 A for KAT-I and 10.7 A for KAT-II (PDB ID 2VGZ>* and 4WLH>®).
These findings suggest that HKT and KATs accumulated enough evo-
lutive changes to have different structures, and supposedly, substrate
specificity and efficiency. The molecular docking calculations for
binding of the canonical compound 4a to KAT-I and KAT-II suggest that
the oxadiazole derivatives bind unspecifically to different regions of
both enzymes (Fig. 7). Although compound 4a can also bind to the
active site of both enzymes, the molecule binds in a rather distinct
orientation compared to the respective co-crystallized inhibitors. Fur-
thermore, the conformers bound to the active site exhibit binding en-
ergies of the same order of magnitude as the conformers bound outside
the active site. Overall, these calculations suggest that 1,2,4 oxadiazole-
derivatives do not display specificity to inhibit human KAT-I and KAT-
II. However, one should be cautious with the use of such simplistic
computational approaches to address the rather complicated phe-
nomena of enzyme inhibition in the absence of any experimental
measurements. Experimental studies such the one presented here
should be performed for human KAT-I and KAT-II in order to reliably
verify if 1,2,4-oxadiazoles can inhibit these enzymes and therefore be
toxic to humans.

3. Conclusions

Population control remains the only effective means to curb the
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Table 2
Molecular structures of 1,2,4-oxadiazole-based inhibitors and corresponding ICso and LCs, values.

Compound Inhibitor ICso(UM)? LCso(ppm)*S"

4a 72 + 1 92.7

4b 101 = 1 > 100
O/®/< )\/\)L

4c 64 + 1 _
C@/< )\/\)J\

4d 110 = 1 10.6
Brl®/< )\/\)L

4e /®/< 88 + 1 -

4f 54 £ 1 75.9

NM
48 63 = 1 -
N\j\/\)J\

4h / 70 + 1 -

Fac )\/\)L
N o Na*

4 /N\o ° 42 = 1 16.2

I M
N o Na*

4 N\o 294 = 1 34.9
¢ w

4k o) 87 =1 72.9
( N\O
[e] w

2 The compounds were tested in concentrations of 0.5, 0.25, 0.1, 0.075 and 0.05 mM. Higher concentrations of compounds 4b, 4j and 4 k were replaced by 0.45,
0.3 and 0.3 mM, respectively, to better estimate ICs, values. ICso mean values with standard deviation.

> There is no report of larvicidal LCs, for the compounds 4c, 4e, 4 g and 4 h.

spread of most mosquito-borne diseases. This is particularly the case for
Ae. aegypti, the transmission vector of several widespread arboviruses
such as Zika, hikungunya, dengue and yellow fever. Poverty is the main
determinant of arboviral infections, and even within wealthy in-
dustrialized nations, the outbreaks of arboviral transmission can arise.
For instance, dengue fever, the most common arboviral infection in the
world, has already spread to the continental United States.’® Vaccines
against arboviral infections are virtually nonexistent with a few ex-
ceptions (e.g. 17D yellow fever virus, dengue virus vaccine)®” %, Even
though, the development of vaccines that protect against all serotypes
of a given virus and/or all viruses transmitted by a given vector is a
Herculean task that most likely will require time to be successfully
accomplished. For this reason, current disease prevention relies on

vector control interventions.

We have previously identified the enzyme 3-hydroxykynurenine
transaminase (HKT) as a potential target for 1,2,4-oxadiazole deriva-
tives with larvicidal activity against Ae. aegypti.>*>°°° In insects, in-
hibition of HKT disrupts the detoxification metabolism of Ae. aegypti via
the accumulation of 3-HK.>* In the present work, we established
RL_AeHKT as a molecular target for 1,2,4-oxadiazoles larvicides acting
by a noncompetitive inhibition mechanism. This has been accomplished
through the construction and high-yield expression of a recombinant
RL_AeHKT in E. coli, and the standardization of a fast and low-cost
absorbance spectroscopy biochemical protocol to determine HKT ac-
tivity. Although the unavailability of a pure r-isomer of 3-HK in com-
mercial sources is a limitation of this new detection method due the
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Fig. 5. Comparison of the binding mode of the co-crystallized inhibitor 4-OB (4-(2-aminophenyl)-4-oxobutyric acid) and the canonical compound 4a. X-ray structure
of Anopheles gambiae HKT bound to 4-OB (A) and X-ray structure with compound 4a docked in the active site (B).>® 4-OB is shown in lilac, compound 4a in orange.

Fig. 6. Kinetics inhibitory profile of RL_AeHKT by 1,2,4-oxadiazole derivatives.
The substrate 3-p,.-HK concentrations tested were 0.5, 2.0, 4.0 and 8.5 mM in
0.05, 0.1, 0.2 and 0.3 mM of inhibitor 4a.

requirement of XA for the sensing of XA-Fe®* complex, it requires a
smaller amount of 3-p,1.-HK (2 mM) compared to previously published
assays for AeHKT and AnHKT assays (10 and 5 mM, respectively).>***
Moreover, the colorimetric detection dismisses the use of organic sol-
vents as mobile phase, equipment and chromatography columns, which
makes the assay so much cheaper than LC-based methods.’>** The
analysis of HKT activity is also faster in colorimetric assays because
there is no need to separate the reaction components prior to detection
of XA, removing the runtime of total time of analysis. Canavesi and co-
workers eliminated this drawback referent to 3-p,.-HK using r-kynur-
enine as substrate and LC-MS/MS detection, but this protocol still re-
quires the chromatography separation.*® Another issue can be testing
compounds that absorbs in the range of 570 nm and this could interfere
in XA-Fe** complex detection. However, only highly-conjugated or-
ganic compounds can absorbs in visible region of ultraviolet spectra,
such as p-carotene (Ap.x = 452 nm) and cyanidin chloride
(Amax = 545 nm) and this is not the case of 1,2,4-oxadiazoles studied
here.®

We have produced and expressed the recombinant RL_AeHKT to
evaluate the inhibitory potential and inhibitory mechanism of the
previously as well as newly synthesized oxadiazole-like derivatives. The
presented findings attest to the inhibitory potential of oxadiazole de-
rivatives against the enzyme HKT, which is expected to lead to the
accumulation of the highly toxic substrate 3-HK in Ae. aegypti larvae.
Given the great structural homology between HKT from Ae. aegypti and
An. gambiae, we conjecture that 1,2,4-oxadiazoles may also inhibit HKT
in the latter organism.

4. Methods

In order to test the hypothesis of inhibition of synthesized ox-
adiazole-like compounds towards HKT, we produced the recombinant
enzyme in a heterologous expression system and developed the meth-
odology to analyze the inhibition assay. All reagents, when not speci-
fied, were purchased from Sigma-Aldrich®©.

4.1. Aedes aegypti colonies

The RecLab strain of Ae. aegypti (from Recife — PE) kept in the in-
sectarium from the Department of Entomology of IAM/FIOCRUZ was
used. RecLab is a reference susceptible colony originated from Recife
city and it was established from eggs collected in mosquito breeding
sites in Recife, Brazil. This strain has been maintained for > 15
years.®>®® To perform this experiment, 20 fourth-instar larvae were
collected, washed in distilled water and kept on ice to perform RNA
extraction.

4.2. RNA extraction, RT-PCR and cloning methods

Total RNA was extracted from a pool of five fourth-instar larvae
using Ambion™TRIzol™ Reagent (Thermo Fischer Scientific©) and
chloroform solution in water, as described by Romao, T.P. and cow-
orkers.®* The sample was precipitated with propan-2-ol, washed with
70% ethanol, centrifuged at 20,817 g for 20 min at 4 °C and suspended
in DEPC water. Reverse transcription was performed at 37 °C for 1 h in
a 20 pL final volume containing 5 uL of RNA treated with rDNAse, 15U
reverse transcriptase AMV©, 0.5 pg Oligo dT, 1 mM each dNTP, dis-
tilled water up to 13 pL, 4 uL cDNA Synthesis Buffer and 40U RNa-
seOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor, all reagents from In-
vitrogen©. Two oligonucleotides were designed from the sequence
deposited in GenBank accession AF435806.1 (forward primer, 5-CAC
GGATCCATGAAATTTACCCCGCCG-3; reverse primer, 5-CACCTCGAG
AATACGTAATCCGGATGGGTAGCTTTG-3). PCR was performed in a
25 pL final volume containing 0.25 uM each dNTP, 3U Platinum Taq
DNA Polymerase from Invitrogen©, 5 pL ¢cDNA and 0.4 uM of each
primer. Each sample was amplified using a BIOMETRA® thermal cycler
under the following conditions: initial denaturing at 94 °C for 3 min,
then 34 cycles of denaturing at 94 °C for 50 s, annealing at 60 °C for
1 min and extension at 72 °C for 50 s followed by a final step at 72 °C for
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10 min. PCR products were analyzed in 1% agarose electrophoresis gel.
The amplified fragments were cloned into Promega© pGEM-T Easy
plasmid vector and amplified. The plasmidial DNAs were purified with
QIAprep Spin Miniprep kit from Qiagen© and submitted to automatic
sequencing. Alignment and analysis of the nucleotide sequences were
performed with BioEdit software and EditSeq from DNASTARO
package.®>°® After confirmation, the constructs were subcloned in the
plasmid pETTrxA-1a/LIC and used for the expression of the RL,_AeHKT
recombinant protein. Amplification of RL_AeHKT gene to add LIC
overhangs were conducted in a 50 pL final volume containing 0.2 uM of
each newly designed oligonucleotides (forward primer, 5-CAGGGCGC
CATGAAATTTACCCCGCCG-3; reverse primer, 5-GACCCGACGCGGTT
ATACGTAATCCGGATGGGT-3), 1 pL. HKT-pGEM-T Easy construct,
0.2 uM each dNTP and 1U Phusion High Fidelity DNA Polymerase from
Thermo Scientific©. Complementary overhangs for LIC are underlined
on both primers. Each sample was amplified using a BIORAD© T100
thermal cycler under the following conditions: initial denaturing at
98 °C for 3 min, then 35 cycles of denaturing at 98 °C for 30 s, annealing
at 68 °C for 30 s and extension at 72 °C for 45 s followed by a final step
at 72 °C for 10 min. Insert and vector treatment and annealing were
performed as described by Geerlof, A. — EBML Hamburg.®”

4.3. Expression of recombinant HKT

The expression of the recombinant protein was carried in Rosetta 2
DE3 cells transformed with HKT pETTrxA-1a/LIC construct. The cul-
tures were grown in ZYM-5052 culture medium at 37 °C until ODggq of
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Fig. 7. Lowest energy conformations out of ca.
10® sampled conformations of compound 4a
upon binding to the X-ray structure of KAT-I (A)
and KAT-II (C).°*°° The molecular docking cal-
culations cannot discriminate one single binding
site of 4a to KAT-I and KAT-IL Detail of the ac-
tive site of KAT-I (B) and KAT-II (D) containing
one of the multiple bound conformers of 4a. The
residues forming hydrogen-bonds or electrostatic
interactions to 4a in the respective enzymes are
labeled. Compound 4a is shown either in purple
(B) or cyan(D). KAT-I is represented in white
cartoon with PLP in green, and KAT-II in yellow
cartoon with PLP in gray. For comparison with
4a bound to HKT refer to Fig. 5.

0.6 and expression was driven by incubation at 22 °C for 24 h. The cells
were harvested by centrifugation of 7965g for 20 min at 4 °C, re-
suspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 8, 200 mM NacCl, 10%
glycerol, 10 mM Imidazole pH 8 and 1% Tween 20) and then lysed by
sonication (8 pulses of 30 s with 45 s interval). Soluble fractions were
obtained after a centrifugation of 29040g for 40 min at 4 °C. Protein
purification steps were executed in AKTA pure system (GE
Healthcare©). At first, ionic affinity chromatography with HisTrap HP
5 mL column was performed using buffer A (20 mM Tris-HCl pH 8,
500 mM NaCl, 20 mM Imidazole pH 8 and 10% glycerol) for column
equilibration, injection and washing, followed by gradient elution with
buffer B (20 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazole pH 8
and 10% glycerol). The recombinant RL-AeHKT-Trx was eluted in ap-
proximately 60% of buffer B. Then, a desalting chromatography
(50 mM Tris-HCI pH 8, 200 mM NaCl) with HiTrap Desalting column
was made to remove imidazole excess prior to TEV cleavage. About
10% (v/v) of 2 mg/mL TEV protease was added to RL_AeHKT-Trx
sample and incubated at 4 °C for 16 h. RL_AeHKT was purified from
TEV and Trx mixture by another ionic affinity chromatography, and the
highly purified protein was submitted to desalting and concentration by
Amicon® Ultra 15 mL Centrifugal Filter — 30,000 NMWL. All the steps of
expression and purification were monitored by SDS-PAGE.

4.4. Synthesis and characterization of oxadiazole salts — general methods

A series of eleven oxadiazole salts were synthesized by our research
group. The reactions were monitored by TLC analysis with TLC plates
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containing GF»s4 from E. Merck©. Compounds were characterized by
Electro-thermal Mel-temp© apparatus to determine melting points. A
Varian© UNMRS 400 MHz spectrometer, referenced as follows: 'H
(400 MHz), internal standard SiMe4 at § = 0.00 ppm, '3C (100 MHz),
internal standard SiMe, at § = 77.23 ppm was used to obtain 'H e '3C
spectra, respectively. NMR data were processed with ACD/Spectrus
Processor©®.°® Elemental analyses were performed on Perkin Elmer©
2400 CHNS/O Series II Analyzer. Arylamidoximes were synthesized as
described in literature.®®

4.5. Synthesis of 4-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)butanoic acids

Glutaric anhydride (30 mmol) and the corresponding ar-
ylamidoxime (20 mmol) were put in a round-bottom flask in an oil-bath
at 473 K. After one hour, the end of the reaction was verified by TLC
analysis in 7:3 hexane/ethyl acetate mobile phase. Then, 10 mL of sa-
turated NaHCOs solution and 10 mL of dichloromethane were added to
the cold flask and the reaction mixture was allowed to stir overnight.
After the phase separation, the aqueous phase was acidified until pre-
cipitation of the title compound occurred and then dissolved in di-
chloromethane, dried over Na,SO4 and recrystallized from a mixture of
chloroform and hexane. Substances 3a,”® 3b,%® 3d,”! 3e,”? 3f,%¢ 3i,%°
3j7? and 3k>® were synthesized previously and their data were com-
pared to previous literature.

4-[3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoic acid (3c)
(2.8 g, 69%); mp 99-100 °C (from CHCL;); 'H NMR (CDCls, 400 MHz,
SiMe,) 8(ppm): 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,); 7.55 (d; 1H;
J = 8.4 Hz; Harom); 7.90 (d; 1H; J = 8.4 Hz; Harom); 8.17 (s; 1H;
Harom); 10.36 (s; 1H; OH). '3C NMR (CDCl;, 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. Elemental analysis for C;,H;0CloN>O5Caled: C, 47.86; H, 3.35;
Found: C, 46.79; H, 2.85.

4-[3-(Naphthalen-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoic acid (3 §g)
(2.1 g, 57%); mp 94-96 °C (from CHCl3); 'H NMR (CDCl;, 400 MHz,
SiMe,) 8(ppm): 2.13 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CH,); 2.56 (t; 2H;
J = 7.2 Hz; CHy); 2.98 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CHy); 7.42-7.53 (m, 3H,
Harom); 7.83 (dd; 2H; J = 8.0 Hz, 8.4 Hz; Harom); 8.13 (dd; 1H,
J = 0.8 Hz, 1.2 Hz; Harom); 8.78 (d; 1H; J = 8.4 Hz; Harom). *C NMR
(CDCl3, 100 MHz) 8(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.
Elemental analysis for C;6H;4N>03Calcd: C, 68.07; H, 5.00; Found: C,
67,76; H, 4,44.

4-{3-[4-(Trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}-butanoic
acid (3 h) (1.8 g, 46%); mp 75-78 °C (from CHCl5); H NMR (CDCls,
400 MHz, SiMe,) 8(ppm): 2.23 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CH,); 2.57 (t;
2H; J = 7.2 Hz; CH,); 3.07 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.74 (d; 2H;
J = 8.0 Hz; Harom); 8.19 (d; 2H; J = 8.0 Hz; Harom); 10.40 (s; 1H;
OH). '3C NMR (CDCl;, 100 MHz, SiMe,) 8(ppm): 21.3; 25.6; 32.6;
125.6; 125.8; 127.7; 128.7; 130.1; 178.0; 178.6; 179.4. Elemental
analysis for C;3H;1F3N505Caled: C, 52.01; H, 3.69; Found: C, 52.16; H,
3.38.

4.6. Synthesis of sodium 4-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)butanoate salts

In a round-bottom flask, the respective 4-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-
5-yl)butanoic acid (0.8 mmol) and 3.2 mL of 1% NaOH methanol so-
lution (freshly prepared) were mixed and the reaction was allowed to
stir for one hour. After the time, methanol was evaporated and the
product was recrystallized from chloroform.

Sodium 4-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)butanoate (4a) (0.17 g,
89%); mp 225-226 °C (from CHCl;); 'H NMR (D50, 400 MHz, SiMey)
8(ppm): 1.87 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CHy); 2.15 (t; 2H; J = 7.2 Hz;
CH,); 2.75 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.29-7.40 (m; 3H; Harom); 7.61
(dd; 2H; J = 7.6 Hz, 1.6 Hz; Harom). *C NMR (D,0, 100 MHz, SiMe,)
8(ppm): 25.3; 28.2; 39.2; 127.8; 129.6; 131.7; 134.3; 170.0; 183.4;
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184.5. Elemental analysis for C;5H;1N>NaOsCaled: C, 56.70; H, 4.36.
Found: C, 55.93; H, 4.18.

Sodium 4-[3-(4-methoxyphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate
(4b) (0.19 g, 91%); mp 243-244 °C (from CHCl3); 'H NMR (D,0,
400 MHz, SiMe,4) 8(ppm): 1.88 (q; 2H; J = 7.6 Hz, 7.6 Hz; CH,); 2.17 (t;
2H; J = 7.6 Hz; CH,); 2.76 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 3.65 (s; 3H; CHs);
6.74 (d; 2H; J = 8.8 Hz; Harom); 7.46 (d; 2H; J = 8.8 Hz; Harom). *3C
NMR (D50, 100 MHz, SiMe,) 8(ppm): 25.3; 28.2; 39.2; 57.9; 116.8;
120.4; 131.3; 163.9; 169.6; 183.1; 184.4. Elemental analysis for
C13H13N2NaO4 Calcd: C, 54.93; H, 4.61. Found: C, 53.88; H, 4.66.

Sodium  4-[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate
(4c) (0.22 g, 90%); mp: 244-245 °C (from CHCls); 1H NMR (D,0,
400 MHz, SiMey4) 8(ppm): 1.97 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CH,); 2.21 (t;
2H; J = 7.2 Hz; CH,); 2.91 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.36 (d; 1H;
J = 8.8 Hz; Harom); 7.46 (dd; 1H; J = 8.8 Hz, 2.0 Hz; Harom); 7.62 (d;
1H; J = 2.0 Hz; Harom). °C NMR (DO, 100 MHz, SiMe,) 3(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. Elemental analysis for C;,HoCl,NoNaOsCaled: C, 44.61;
H, 2.81. Found: C, 43.77; H, 2.78.

Sodium 4-[3-(4-bromophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4d)
(0.23 g, 92%); mp 285-286 °C (from CHCl3); *H NMR (D50, 400 MHz,
SiMe,) 8(ppm): 1.93 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CH,); 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; Harom); 7.42 (d; 2H; J = 8.4 Hz; Harom). *C NMR (D,0,
100 MHz, SiMe,4) 8(ppm): 25.3; 28.3; 39.2; 126.8; 128.2; 131.1; 134.6;
169.4; 183.7; 184.5. Elemental analysis for C;,H;oBrN,NaOsCaled: C,
43.27; H, 3.03. Found: C, 42.53; H, 2,98.

Sodium 4-[3-(p-tolyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4e) (0.18 g,
91%); mp 246-247 °C (from CHCly); 'H NMR (D-0, 400 MHz, SiMe,)
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; CHs); 2.80 (t; 2H; J = 8.0 Hz; CH,); 7.16 (d; 2H;
J = 8.0 Hz; Harom); 7.56 (d; 2H; J = 8.0 Hz; Harom). '*C NMR (D,0,
100 MHz, SiMe,4) 8(ppm): 23.2; 25.3; 28.2; 39.1; 125.0; 129.7; 132.3;
145.3; 170.1; 183.4; 184.6 Elemental analysis for C;3H;3N,NaOsCaled:
C, 58.21; H, 4.88. Found: C, 57.53, H, 4.57.

Sodium 4-[3-(m-tolyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4f) (0.15 g,
83%); mp 244-245 °C (from CHCls); 'H NMR (D0, 400 MHz, SiMe,)
8(ppm): 1.91 (q; 2H; J = 7.6 Hz, 7.2 Hz; CH,); 2.18 (t; 2H; J = 7.2 Hz;
CH,); 2.22 (s, 1H, CH3); 2.82 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.51-7.24 (m;
4H; Harom). *C NMR (D,0, 100 MHz, SiMe,) 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.
Elemental analysis for C;3H;3N>NaOsCaled: C, 58.21; H, 4.88. Found:
C, 56.58; H, 4.69.

Sodium 4-[3-(naphthalen-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4 g)
(0.18 g, 79%); mp 195-197 °C (from CHCl3); *H NMR (D,0, 400 MHz,
SiMe,) 8(ppm): 1.80 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 8.0 Hz; CH,); 2.11 (t; 2H;
J = 7.2 Hz; CH,); 2.67 (t; 2H; J = 8.0 Hz; CH,); 7.16-7.25 (m; 4H;
Harom); 7.54 (dd; 2H; J 7.2 Hz, 7.6 Hz; Harom); 8.08 (d; 1H;
J = 7.6 Hz; Harom). 3C NMR (D,0, 100 MHz, SiMe,) 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. Elemental analysis for
Ci16H13N;NaOsCaled: C, 63.16; H, 4.31. Found: C, 60.94; H, 4.19.

Sodium 4-[3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl] bu-
tanoate (4 h) (0.22 g, 90%); mp 277-278 °C (from CHCl5); 1H NMR
(D,0, 400 MHz, SiMe,4) 8(ppm): 1.95 (q; 2H; J = 7.2 Hz, 7.6 Hz; CH,);
2.19 (t; 2H; J = 7.2 Hz; CHy); 2.88 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.60 (d;
2H; J = 8.4 Hz; Harom); 7.79 (d; 2H; J = 8.4 Hz; Harom). '*C NMR
(D50, 100 MHz, SiMe,4) 8(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. Elemental
analysis for C;3H;0F3N,NaO3Caled: C, 48.46; H, 3.13. Found: C, 46.24;
H, 3,09.

Sodium 4-[3-(4-iodophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4i)
(0.25 g, 88%); mp 285-286 °C (from CHCly); H NMR (D,0, 400 MHz,
SiMey) 8(ppm): 1.96 (q; 2H; J = 7.6 Hz, 7.6 Hz; CH,); 2.20 (t; 2H;
J = 7.6 Hz; CHy); 2.90 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 7.40 (d; 2H;
J = 7.6 Hz; Harom); 7.68 (d; 2H; J = 7.6 Hz; Harom). '3C NMR (D,0,
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100 MHz, SiMe,4) 8(ppm): 25.3; 28.3; 39.1; 100.6; 127.5; 131.1; 140.8;
169.7; 183.8; 184.5. Elemental analysis for C;>H;¢IN,NaO3zCalcd: C,
37.92; H, 2.65. Found: C, 37.88; H, 2,85.

Sodium 4-[3-(4-chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]butanoate (4j)
(0.19 g, 89%); mp 277-278 °C (from CHCly); 1H NMR (D50, 400 MHz,
SiMey4) 8(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; Harom); 7.67 (dd; 2H; J = 7.6 Hz, 2.0 Hz; Harom).
13C NMR (D0, 100 MHz, SiMes) 8(ppm): 25.3; 28.3; 39.1; 126.7;
131.2; 131.8; 139.8; 169.5; 183.8; 184.6. Elemental analysis for
C1,H10CIN,NaOsCaled: C, 49.93; H, 3.49. Found: C, 48.29; H, 3.33.

Sodium  4-[3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-y])-1,2,4-oxadiazol-5-yl]bu-
tanoate (4 k) (0.19 g, 87%); mp 257-259 °C (from CHCl5); 'H NMR
(D0, 400 MHz, SiMe,) 8(ppm): 1.92 (q; 2H; J = 7.6 Hz, 7.2 Hz; CH,);
2.18 (t; 2H; J = 7.6 Hz; CH,); 2.83 (t; 2H; J = 7.2 Hz; CH,); 5.87(s; 2H;
CH,); 6.73 (d; 1H; J = 8.4 Hz; Harom); 7.03 (d; 1H; J = 1.6 Hz;
Harom); 7.20 (dd; 1H; J = 8.4 Hz, 1.6 Hz; Harom). *C NMR (D0,
100 MHz, SiMe,4) 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. Elemental analysis for
C13H;1NyNaOsCaled: C, 56.73; H, 4.03. Found: C, 51.26; H, 3,70.

4.7. Biochemical assay

The developed method for the enzymatic assay was adapted from
Han and coworkers.?” Stock solutions were freshly prepared, except for
3-hydroxy-p,L-kynurenine (3-p,.-HK) which was kept in —20 °C. 3-p,L-
HK and sodium pyruvate were directly diluted in 200 mM HEPES buffer
pH 7.5/100 mM NaCl, while 20 mM pyridoxal 5’-phosphate (PLP) was
first dissolved in 0.1 M NaOH and then diluted in HEPES/NaCl buffer
until 0.5 mM. A solution of 20 mM xanthurenic acid was prepared in
0.1 M NaOH to perform calibration curves. The reactions were carried
out in a 96-well round bottom microplate containing 8 uL of 25 mM 3-
p,L-HK, 8 uL of 0.5 mM PLP and 4 pL of 50 mM sodium pyruvate, 2 pg of
recombinant RL_AeHKT and HEPES/NaCl buffer to a 100 pL final vo-
lume. The plates were incubated at 50 °C for 5 min and then 100 pL of
10 mM FeCl3-6H,0 in 0.1 M HCl was added to interrupt the reaction
and generate the XA-Fe*' complex. Mixes were prepared to avoid
differences between replicates. Samples were performed in duplicate
and absorbances were read at 570 nm. All data were analyzed using
GraphPad Prism7.0 software package using the Michaelis-Menten
equation. Kinetics and inhibition parameters were determined by non-
linear regression.

4.8. Kinetics analysis

Kinetics assays were performed as described above. 3-p,.-HK con-
centrations tested are 0.5, 1.75, 3, 4, 8.5 and 10 mM in the presence of
5 mM sodium pyruvate. pH assays were performed by adding 60% of
reaction volume of 200 mM Tris-HCl buffer pH 6, 7 and 8, 200 mM
Borate buffer pH 9 and 200 mM Carbonate buffer pH 10, all containing
100 mM NaCl. The effect of the temperature was evaluated by in-
cubation of all reaction components in a heater at 30, 40, 50, 60 and
70 °C. All experiments were conducted in duplicate and blank samples
were analyzed simultaneously to each read.

4.9. Inhibition assays

The inhibition assays were performed with pre-incubation of each
compound in five concentrations ranging from 0.5 mM to 0.05 mM with
PLP and RL_AeHKT. To achieve that, solution mixes were prepared to
ensure that the same amount of enzyme and co-factor was present in
the different inhibitor concentrations. Blank samples and negative
controls were incubated at the same time as the samples. After 30 min
of incubation at 50 °C, the samples were mixed to the other reaction
components and the assays were performed as described in the
Biochemical assay subsection. All compounds tested were diluted in
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200 mM HEPES buffer pH 7.5/100 mM NaCl and the samples were
evaluated in duplicate. In each test, the negative control was added to
calculate the activity percentage. Molecular docking calculations have
been performed for KAT-I and KAT-II as per request of one Reviewer
without any experimental evidence to validate the simulations.

4.10. Molecular docking calculations

The hybrid search method based on the Lamarckian genetic algo-
rithm (LGA) implemented in the suite of programs AutoDock v4.0 was
used in conjunction with the semi-empirical free energy force field for
the molecular docking calculations.”*”* This energy function describes
the energetics of the binding process involving two molecules in an
aqueous environment using pair-wise terms to evaluate the interaction
between the two molecules coupled to an empirical method to estimate
the contribution of the surrounding solvent ’* Hence, the free energy of
binding is given by i. the difference between the energy of the ligand
and the protein in a separated unbound state and ii. the energy of the
ligand-protein complex. During the conformational search, the in-
tramolecular energetics of the transition from the unbound state to the
bound conformation is evaluated for each of the molecules separately,
and subsequently the intermolecular energetics of bringing the two
molecules together into the bound complex is evaluated. The binding
energy between two molecules is given by

AG

_ ligand—ligand _ y,ligand—ligand protein—protein __ ysprotein—protein
- (Vbound Vunbound ) + (Vbound Vunbound )

ligand—protein

(Vligand —protein __
b unbound

ound

+ ASconf) (1 )

Eq. (1) includes four terms to describe the intramolecular energies
for the bound and unbound states of the guest molecule and for the
bound and unbound states of the host framework, two terms to describe
the change in intermolecular energy between the bound and unbound
states and a one term to represent an estimate of the conformational
entropy lost upon binding.”*’* Pair-wise atomic interactions account
for dispersion/repulsion, hydrogen bonding, electrostatics, and deso-
lvation as described
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where W corresponds to weighting constants optimized to calibrate the
empirical free energy based on a set of experimentally characterized
protein complexes.”* The 6,/12 potential describes dispersion/repulsion
interactions with parameters A and B taken from the Amber force
field.”® The 10/12 potential is a directional H-bond term whose inter-
action directionality E(t) is dependent on the angle t away from ideal
bonding geometry. A screened Coulomb potential is used to describe
electrostatic interactions. The fourth term is a desolvation potential
based on the volume (V) of the atoms surrounding a given atom,
weighted by a solvation parameter (S) and an exponential term based
on the distance weighting o. Rotatable bonds included all torsional
degrees of freedom.”>”*

Molecular docking calculations were performed using the X-ray
structures of the human kynurenine aminotransferase (KAT) I and
I1.°27° During the conformational search the oxadiazole ligand were
fully flexible concerning its degrees of translation, orientation and
conformation with respect to the protein structure, which was kept
rigid. Each sampled conformation was evaluated and ranked according
to the empirical energy function (equation (2)). Grid maps with
126 x 126 x 126 points of dimension and a grid spacing of 0.20 A
(active site only) and 0.502 A (full protein) were calculated using Au-
toGrid4.”® The Amber forcefield available with the distribution of
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AutoDock v4.0 was used.”” Electrostatic interactions were evaluated
with a screened Coulomb potential.”” A desolvation potential was used
which is based on the volume of the atoms surrounding a given atom,
weighted by a solvation parameter and an exponential term based on
the distance, with a distance weighting factor of 3.5 A.”®

The Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) was used to perform the
conformational search following the same protocol as previously de-
scribed.”?®° Briefly, LGA parameters were defined as follows: the initial
population of random individuals had a size of 150 individuals with a
maximum number of 2.5 X 10° energy evaluations and a maximum
number of generations equal to 27,000. An elitism rate of 1 was applied
to ensure that the top individual always survives into the next gen-
eration in conjunction with mutation and crossover rates of 0.02 and
0.08, respectively. A maximum of 300 iterations per local search was
used. The probability of performing a local search on an individual was
0.06 where the maximum number of consecutive successes or failures
before doubling or halving the search step was 4. A total of 200 gen-
erations were sampled. The final lowest energy structures were clus-
tered based on a RMS positional deviation of 2.0 A.
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ABSTRACT

The enzyme 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT) acts as an important enzyme in tryptophan catabolism of disease-carrier
insects, e.g. Aedes aegypti and Anopheles gambiae. HKT is a detoxification enzyme that converts 3-hydroxykynurenine (a
precursor for reactive nitrogen and oxygen species) into xanthurenic acid (stable and nontoxic compound). We have previously
synthesized eleven new oxadiazole derivatives and demonstrated their noncompetitive inhibitory activity towards HKT from A.
aegypti (https://doi.org/10.1016/.bmc.2019.115252). These findings are presented in a research paper accompanying the present
technical report on a new assay to overcome the fact that the substrate and product of the HKT-catalyzed reaction exhibit
maximum absorption at very near wavelength (370 and 369 nm, respectively). The methods previously described in the literature
rely on chromatographic separation prior to absorbance quantification, which limits their use for inhibitor screening. Due to HKT
attractive features as a molecular target for larvicidal compounds, we report herein a new, faster and affordable methodology to
evaluate the enzymatic activity of recombinant HKT, and therefore allow for the fast screening of potential HKT inhibitors via
absorbance spectrophotometer. The advantages of the proposed methodology to previously described ones are:

e ltis faster and cheaper than HPLC-based assays because it does not require the use of chromatography columns and
solvents to separate reaction components;

e [t uses of 96-well plates, enabling the simultaneous quantification of samples;

e |tcan be applied to all transaminases that have xanthurenic acid as a product.
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Method name Detection of xanthurenic acid — Fe3* complex in enzymatic assay.
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Anopheles gambiae 3-hydroxykynurenine transaminase activity and
inhibition by LC-MS/MS method, J. Pharm. Biomed. Anal. 173 (2019)
154-161. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.05.025.

Resource availability

All reagents were purchased in Sigma-Aldrich, except: 1 M HEPES pH 7.5 —
Gibco®, Iron (Ill) chloride hexahydrate — Dinamica® and Recombinant HKT —
Expressed in house.

Set of adjustable-volume micropipettes and tips.
Microcentrifuge and conical tubes for reagent dilutions.

Nunc™ 96-Well Polystyrene Round Bottom Microwell Plates from Thermo
Scientific™

ELx808 BIOTEK® or any absorbance spectrophotometer with measurements
at 570 nm

GraphPad Prism 7.0 or any graphical software
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Introduction

The search for new chemical insecticides has gained importance in recent years due to the growing outbreaks of
arboviruses (Yellow Fever, Dengue, Zika and Chikungunya Fever) and the regular frequency of the occurrence of malaria in
tropical regions [1]. Most insects have exhibited some kind of resistance to known insecticides [2], stimulating the research for new
biological targets and, consequently, new classes of insecticides to be developed. A particular biochemical route in these
arboviruses vectors has been shown to be a potential molecular target, the so-called kynurenine pathway, which is the main route
for metabolizing tryptophan in insects [3,4]. In this pathway, tryptophan is oxidized to quinolinic or kynurenic acid or xanthurenic
acid (XA) depending on the organism. In mosquitoes, the chemically stable XA is biosynthesized from 3-hydroxykynurenine in a
process catalyzed by 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT), the sole enzyme responsible for 3-HK regulation in mosquitoes [5—
8]. Therefore, the inhibition of the enzymatic conversion of 3-HK into xanthurenic acid provides in a powerful approach to control A.
aegypti development via the accumulation of 3-HK, a toxic metabolite to living organisms, since it can be spontaneously oxidized
into reactive oxygen species, leading to oxidative stress in mosquito’s neuronal cells [4].

We have previously identified the enzyme HKT as a potential molecular target for inhibition by oxadiazole derivatives [6].
This finding has encouraged us to develop a reliable method capable to measure HKT inhibition without separation of 3-HK and
XA, which have maximum absorption at very near wavelength (Amax = 370 and 369 nm, respectively). This new approach offers a
rapid, low-cost and more straightforward means to screen for HKT antagonists. In what follows, we describe the standardization of
an absorbance-based biochemical protocol to evaluate HKT activity by means of XA-Fe3* complex (Amax = 570 nm). The assays
were performed on a 96-well round bottom microplate, allowing simultaneous reading of multiple samples in a characterization of
HKT activity. The formed xanthurenic acid is detected as a complex with Fe*3, first described by Lepkovski and coworkers to detect
XA in pyridoxine-deficient mice [9]. This colorimetric test abolishes the use of organic solvents as mobile phase, equipment and
chromatography columns, thus making the assay less expensive than LC-based methods established in earlier literature [3,8]. The
analysis of HKT activity is faster in colorimetric assays because there is no requirement to separate reaction components prior to
detection of xanthurenic acid, removing the runtime of total time of analysis. The colorimetric test described herein is also almost
universal, once different types of inhibitors can be tested with exception to highly-conjugated organic compounds that absorbs in
visible region of ultraviolet spectra [10].

Method details

All solutions were freshly prepared except for 25 mM 3-D,L-hydroxykynurenine solution, which was prepared previously and then
stocked at -20 °C.
Stock solutions:
¢ 0.1 MHCI
e 0.1 MNaOH
e HEPES Buffer:
10 mL of 1 M HEPES-NaOH pH 7.5
1.25 mL of 4 M NaCl
Ultrapure H20 up to 50 mL

Stock reagents:
e 100 mM Iron (lll) chloride hexahydrate : 135.2 mg in 0.1 M HCl up to 5 mL
e 20 mM Pyridoxal-5’-phosphate hydrate: 34.3 mg in 0.1 M NaOH up to 7 mL

Working reagents:
e 25 mM 3-D,L-hydroxykynurenine (3-HK) solution: 11.22 mg in HEPES Buffer up to 2 mL
e 20 mM Xanthurenic acid (XA) solution: 16.4 mg in 0.1 M NaOH up to 4 mL
e 0.5 mM Pyridoxal-5"-phosphate hydrate (PLP) solution: 0.25 mL of 20 mM stock reagent in HEPES Buffer up to 10 mL
e 50 mM Sodium Pyruvate solution: 55 mg in HEPES Buffer up to 10 mL
e 10 mM lIron (lll) chloride hexahydrate (Fe3*) solution: 1 mL of 100 mM stock reagent in 0.1 M HCl up to 10 mL
e 0.1 pg/uL recombinant 3-hydroxykynurenine transaminase (HKT) from Aedes aegypti.

HKT activity measurement

The experiments were performed in a round-bottom 96-well transparent plate and the samples have a final volume of 100 pL. Each
reaction contains 2 ug of HKT, 2 mM 3-HK solution, 2 mM Sodium pyruvate solution, 40 yM PLP solution and HEPES Buffer to
complete the reaction volume. Mixes were designed to ensure that the reaction only starts when the enzyme is added into the
reaction. For this reason, Mix 1 contains the enzyme and its cofactor PLP and Mix 2, the others reaction components. Mix 3
contains only PLP and HEPES Buffer and it is used to compose the blank. Therefore, the blank is made by the combination of Mix
3 (28 pL) and Mix 2 (72 pL) and the sample is made by the combination of Mix 1 (28 pL) and Mix 2 (72 pL), and each experiment
has a total volume of 100 uL. Each sample or blank should be analyzed, at least, in duplicate.
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Mix 1:
Reagent Initial . Volume Final .
concentration (ML) concentration
HKT 0.1 pg/uL 20 2 ug
PLP 500 uM 8 40 M
Total: 28 uL
Mix 2:
Reagent Initial _ Volume Final _
concentration (ML) concentration
3-HK 25 mM 8 2 mM
Pyruvate 50 mM 4 2 mM
Buffer - 60 -
Total: 72 yL
Mix 3:
Reagent Initial _ Volume Final _
concentration (ML) concentration
Buffer - 20 -
PLP 500 uM 8 40 uyM
Total: 28 uL

In order to determine the total reaction time, it is necessary to characterize the progress curve. This curve will give information
about the reaction kinetics. In our experiments, it can be visualized three regions: a linear part that shows a first-order dependence
between concentration and time (0-5 minutes); a transition region (5-15 minutes); and a plateau region (15-25 minutes), that is
reached when chemical equilibrium takes place. Therefore, the assay must be performed in a time interval to allow the
differentiation of these three distinct regions, once the region of interest de facto is only the first one (Figure 2A).

To decrease error between replicates is recommended calculating the total number of samples required to the experiment and then
preparing each mix to contain “n+1” samples to ensure that there will be enough reagents for all experiments to be performed.

Ex: Compare activity between 3 batches of purified HKT in duplicate. To calculate the rate, it is necessary to perform
reads in two periods of time (in this case, 0 and 5 minutes).

Mix 1: 3 batches x 2 replicates x 2 periods of time = 12 samples
Mix 2: 3 batches x 2 replicates x (2 periods of time + 1 blank) = 18 samples

Mix 3: 3 batches x 2 replicates x 1 blank = 6 samples

Therefore, the total volume of Mix 1 must be multiplied by 13, the total volume of Mix 2 by 19 and the total volume of Mix 3 by 7.

Table 1. Visual example of a plate in comparative rate experiment between 3
batches of purified HKT performed in duplicate.

Blank 1 Blank 2 0 min -1 0 min -2 5min-1 5 min -2
Batch 1 Mix 3 + 2 Mix 3 + 2 Mix 1 + 2 Mix 1 +2 Mix 1 + 2 Mix 1 +2
Batch 2 Mix 3 + 2 Mix 3 + 2 Mix 1 + 2 Mix 1 +2 Mix 1 +2 Mix 1 +2
Batch 3 Mix 3 + 2 Mix 3 + 2 Mix 1 + 2 Mix 1 +2 Mix 1 + 2 Mix 1 +2

After preparing all the mixes, the following steps have to be executed:
1 Set the heater at 50 °C
2. Add 72 pL of Mix 2 in each well
3. Add 28 pL of Mix 3 in BLANK and 28 pL of Mix 1 in SAMPLES
4. Add 100 pL of 10 mM Fe®* in BLANK and SAMPLES of TIME 0 min
5. Read the plate at 570 nm
6. Incubate the plate at 50 °C for 5 minutes
7. Add 100 pL of 10 mM Fe3®* in SAMPLES of TIME 5 min
8. Read the plate at 570 nm.
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Calibration curve
A calibration curve must be executed to quantify the amount of xanthurenic acid generated by HKT. The samples contain both mix
A (with fixed Pyruvate and PLP concentrations) and mix B (with variable XA concentration) in a final volume of 100 pyL. Each XA

concentration must be read in triplicate. A linear regression of the data generates the calibration curve (Figure 1).

Mix A (for all wells):

Reagent Initial Volume Final
concentration (ML) concentration
Pyruvate 50 mM 4 2mM
PLP 500 pM 8 40 pM
Total: 12 L

Mix B (for each XA concentration):
Final

. Volume XA Volume Buffer
concentration XA L) (L)
(mM)
0.0 - 88
0.2 1 87
04 2 86
0.6 3 85
0.8 4 84
1.0 5 83
1.2 6 82
14 7 81
1.6 8 80
1.8 9 79
2.0 10 78
4.0 20 68
6.0 30 58
8.0 40 48
Total in each well: 88 uL

After preparing all the mixes, the following steps have to be executed:
Add 12 pL of Mix A in each well

Add 88 L of Mix B in the respective wells

Add 100 pL of 10 mM Fe®* in all samples

Read the plate at 570 nm.

HPODN -~

Figure 1. Calibration curve used for quantification of biochemical and inhibition data. Each sample contains 2 mM sodium pyruvate,
40 uM PLP, 10 mM FeCl3.6H20 in 0.1 M HCI and variable concentration of XA (0 - 2 mM) in a final volume of 200 pL.

Enzyme kinetics

The estimation of the kinetics constants can be performed by adjusting the amount (or volume) of 3-HK, Pyruvate and Buffer
solutions in Mix 2. In these experiments, we tested four different 3-HK concentrations (0.5, 2.0, 4.0 and 8.5 mM) to determine the
kinetics constants [5] (Figure 2E). The preparation of the mixes and general procedures are similar to described in “HKT activity
measurements” section.



pH evaluation

The pH screening can be executed by replacing the Buffer described in “Stock solutions” subsection by any buffer of your choice. In
our experiments, the assay was tested in pH ranging from 6 to 9 in different buffers (Tris-HCI, HEPES and Borate Buffers), but the
enzyme has its best activity between pH 7 and 9. As HKT theoretical isoelectric point is around 6, possibly this is the reason there
is no relevant activity at this point (Figure 2B). The preparation of the mixes and general procedures are the same as described in
“HKT activity measurements” section.

Temperature evaluation

The temperature screening can also be evaluated by changing the incubation temperature. This methodology was already tested in
temperatures from 30 to 70 °C, yielding comparable results with the literature (Figure 2C). The preparation of the mixes and
general procedures are the same as described in “HKT activity measurements” section.

Inhibition assays

In order to test compounds as HKT inhibitors, the preparation of the mixes and general procedures are slightly different from the
section “HKT activity measurements”. The methodology requires a pre-incubation of Mix 1 and Mix 3 with the testing compound at
50 °C for 30 minutes. Then, Mix 2 is added and the experiment may continue. Mixes 1 and 3 have to be prepared for each
concentration of the tested compound. Each sample or blank must be read at least in duplicate. Blank and negative control (assay
without any testing compound) must be executed in the same lineup as the samples. To estimate I1Cso of each compound is
recommended testing at least 5 concentrations (Figure 2D). The suggestion of setting the mixes to “n+1” samples is also valid in
this section.

Mix 1:
Reagent Initial _ Volume Final _
concentration (ML) concentration
HKT 0.1 pg/pL 20 2ug
PLP 500 uM 8 40 uyM
Compound * 30 *
Total: 58 L
Mix 2:
Reagent Initial _ Volume Final _
concentration (ML) concentration
3-HK 25 mM 8 2 mM
Pyruvate 50 mM 4 2mM
Buffer - 30 -
Total: 42 uL
Mix 3:
Reagent Initial _ Volume Final _
concentration (ML) concentration
Buffer - 20 -
PLP 500 uM 8 40 M
Compound * 30 *
Total: 58 uL

*The initial concentration of the testing compound must be 3.33 times higher than the desired final concentration (adjusted into 30
pL of 100 pL). This is the ratio between the initial and final concentration to reach the standardized volumes (30 pL of testing
compound in a total of 100 pL of reaction).

After preparing mixes 1 and 3, the following steps have to be executed:
Set the water bath at 50 °C

Incubate mixes 1 and 3 at 50 °C for 30 minutes

In meanwhile, prepare Mix 2

Set the heater at 50 °C

Add 42 pL of Mix 2 in each well

Add 58 pL of Mix 3 in BLANK and 58 pL of Mix 1 in SAMPLES
Add 100 pL of 10 mM Fe®* in BLANK and SAMPLES of TIME 0 min
Read the plate at 570 nm

Incubate the plate at 50 °C for 5 minutes

Add 100 pL of 10 mM Fe®* in SAMPLES of TIME 5 min

Read the plate at 570 nm.

220N~ ON =

- O
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Method validation

The characterization of recombinant HKT from Aedes aegypti expressed in Escherichia coli was achieved using this methodology.
The results are comparable to those related in the literature for the same enzyme expressed in insect cells. Several experiments
performed with HKT in this assay conditions are displayed as examples (Figure 2).

Figure 2. The progress curve (A), pH evaluation in buffers Tris pH 6,7 and 8, HEPES pH 7.5 and Borate pH 9 (B), temperature
evaluation (C), the non-linear regression curve of inhibition data from the compound sodium 4-[3-(p-tolyl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yllbutanoate to estimate its ICso(D) and a picture of the plate after a experiment (E).

Conclusion

We have described a new, fast and affordable methodology to evaluate recombinant HKT activity which allows for the screening
potential HKT inhibitors via absorbance spectrophotometer. This method is based on the complexation reaction between
xanthurenic acid (product of conversion of 3-kydroxykynurenine by HKT) with ferric ion in a 96-well round bottom microplate,
allowing simultaneous reading of multiple samples. Attention must be paid to the solutions stock conditions particularly to the 3-HK
solution, since this is an unstable molecule and its oxidation products could interfere in the formation of XA-Fe®* complex or HKT
catalysis [11]. To overcome this issue, these solutions must be freshly prepared and stocked at low temperatures even during the
experiments. Another drawback could be the pH evaluation above 9, as mentioned in our previous work [5]. The conditions
described here prevent the formation of insoluble Fe®* species which lead to anomalous absorbances and/or false positives.
However, these extreme values of pHs are not the common optimal pH for HKT enzymes [5,7]. To the best of our knowledge, this
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is the faster and cheaper method of screening for new HKT inhibitors ever reported, with an actual cost per sample 7 times smaller
than the previous HPLC-based methodology.
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