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INTRODUÇÃO: Ao longo dos anos tem aumentado o número de pesquisas que 

investem na identificação de alvos terapêuticos promissores no combate às 

Doenças Negligenciadas (DN). Nesse contexto, a Tripanotiona redutase (TR), 

uma enzima específica de parasitos da família Trypanosomatidae, da qual 

pertencem os gêneros Trypanosoma e Leishmania, agentes etiológicos da 

Doença de Chagas, Tripanossomíase africana e Leishmaniose, 

respectivamente, têm se mostrado como alvo bioquímico de interesse médico. 

OBJETIVO: Por essa razão, 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 sequência do RNA mensageiro identificado de 1475 

pb (chromosome: NC_009298.3 LBRM_05_0350), que corresponde a sequência 

de aminoácidos do alvo a ser expresso. Para obtenção da proteína 

recombinante, a sequência foi inserida no vetor de expressão pET38(a+), 

contendo a região codificante de polihistidinas e sítios de restrição Ncol e Xhol. 

A transformação bacteriana fez-se por meio da cepa [BL21(DE3)], utilizando 

choque térmico, na lise celular foi utilizada lisoenzima e sonicação, para a sua 

purificação foi executada cromatografia por afinidade em resina de agarose com 

íons de níquel Ni-NTA imobilizados (ácido niquelnitriotriacético), para constatar 

a expressão da TRLb na forma solúvel no citoplasma, foi realizada gel 

SDSPAGE após 4 horas de indução por IPTG Isopropil-β-1-tiogalactopiranósido. 

Na quantificação da proteína recombinante usou-se o método DC protein e na 

atividade enzimática, o substrato T[s]2 (sal de trifluoroacetato de tripanotiona). 

RESULTADO:  No processo transformação, foram obtidas colônias isoladas das 

cepas [BL21(DE3)] com formas uniformes, a colônia isolada selecionada foi 

inserida em meio LB para o pré-inóculo.  Após a indução foi realizado a 

cromatografia com a coluna contendo íons de níquel imobilizados em agarose. 

O rendimento da proteína purificada foi de 0,300 mg/mL, no gel SDS-PAGE de     



12,5% foi possível observar uma única banda de 54 kDa na presença do 

agente redutor, após a focalização isoelétrica em sistema de eletroforese 

bidimensional foi identificado o pI aproximado de 6 e a massa de 54 kDa com 

alto grau de pureza. Na atividade enzimática, foi avaliada a capacidade de 

catálise de reação na concentração de 0,2 µg/mL, conforme descrito por Garay 

(2018). DISCUSSÃO: Com os resultados obtidos no presente trabalho, é 

possível afirmar que a enzima tripanotiona redutase foi expressa, purificada e 

caracterizada, coincidido com os parâmetros da literatura.  CONCLUSÃO: 

Diante da aplicação de técnicas de expressão heteróloga foi possível obter a 

enzima TRLb, a qual, quando purificada, apresentou elevado grau de pureza, 

conservando suas propriedades catalíticas.   
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