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INTRODUGCAOQO: Ao longo dos anos tem aumentado o nimero de pesquisas que
investem na identificacdo de alvos terapéuticos promissores no combate as
Doencas Negligenciadas (DN). Nesse contexto, a Tripanotiona redutase (TR),
uma enzima especifica de parasitos da familia Trypanosomatidae, da qual
pertencem o0s géneros Trypanosoma e Leishmania, agentes etioldégicos da
Doenca de Chagas, Tripanossomiase africana e Leishmaniose,
respectivamente, tém se mostrado como alvo bioquimico de interesse médico.
OBJETIVO: Por essa razao, o presente trabalho teve como objetivo, obter a
enzima recombinante tripanotiona redutase (TRLb-Leishmania braziliensis) na
forma ativa e elevado grau de pureza. METODOLOGIA: Para obter a enzima
recombinante, foi utilizada a sequéncia do RNA mensageiro identificado de 1475
pb (chromosome: NC_009298.3 LBRM_05_0350), que corresponde a sequéncia
de aminoacidos do alvo a ser expresso. Para obtencdo da proteina
recombinante, a sequéncia foi inserida no vetor de expressao pET38(at),
contendo a regido codificante de polihistidinas e sitios de restricdo Ncol e Xhol.
A transformacédo bacteriana fez-se por meio da cepa [BL21(DE3)], utilizando
choque térmico, na lise celular foi utilizada lisoenzima e sonicacao, para a sua
purificacéo foi executada cromatografia por afinidade em resina de agarose com
ions de niquel Ni-NTA imobilizados (acido niquelnitriotriacético), para constatar
a expressdo da TRLb na forma solivel no citoplasma, foi realizada gel
SDSPAGE ap6s 4 horas de inducao por IPTG Isopropil-B-1-tiogalactopirandésido.
Na quantificagdo da proteina recombinante usou-se o método DC protein e na
atividade enzimatica, o substrato T[s]2 (sal de trifluoroacetato de tripanotiona).
RESULTADO: No processo transformacéo, foram obtidas colonias isoladas das
cepas [BL21(DE3)] com formas uniformes, a colbnia isolada selecionada foi
inserida em meio LB para o pré-inoculo. Apoés a inducédo foi realizado a
cromatografia com a coluna contendo ions de niquel imobilizados em agarose.
O rendimento da proteina purificada foi de 0,300 mg/mL, no gel SDS-PAGE de



12,5% foi possivel observar uma Unica banda de 54 kDa na presenca do
agente redutor, apds a focalizacdo isoelétrica em sistema de eletroforese
bidimensional foi identificado o pl aproximado de 6 e a massa de 54 kDa com
alto grau de pureza. Na atividade enzimatica, foi avaliada a capacidade de
catalise de reacao na concentracao de 0,2 pg/mL, conforme descrito por Garay
(2018). DISCUSSAO: Com os resultados obtidos no presente trabalho, é
possivel afirmar que a enzima tripanotiona redutase foi expressa, purificada e
caracterizada, coincidido com os parametros da literatura. CONCLUSAO:
Diante da aplicacdo de técnicas de expressao heterologa foi possivel obter a
enzima TRLb, a qual, quando purificada, apresentou elevado grau de pureza,
conservando suas propriedades cataliticas.
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