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A Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada causada por parasitos do género
Leishmania. Essa patologia esta presente em diferentes regides do mundo. O arsenal
terapéutico limitado dificulta a contencéo desta doenca. Neste contexto, a Tripanotiona
redutase se apresenta como um alvo molecular relevante para o desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento da leishmaniose. Esta enzima é essencial no
metabolismo do parasito, catalisando a reducéo da tripanotiona, mantendo um ambiente
redutor no interior do parasito. Com isso, 0 objetivo desse projeto é avaliar atividade
antiparasitaria da giroxina de Crotalus durissus terrificus sobre a Leishmania braziliensis
e verificar a sua acdo sobre a capacidade catalitica da ipanotiona redutase. Sendo
assim, o modelo estrutural teérico da TR de L. braziliensis (UniProt A4H480) foi gerado
pela ferramenta AlphaFold. Para a construcdo da TRLb na sua conformacéo nativa, foi
utilizada como referéncia a estrutura TR L. infantum (PDB ID 4ADW). A interacdo entre
a TRLb e a giroxina (UniProt BOFXM2) estrutura teérica gerada pelo AlphaFold foram
investigadas por meio de docagem molecular usando a ferramenta ClusPro 2.0. O
veneno da serpente foi obtido de banco de venenos do LABIOPROT e fracionado por
cromatografia de exclusdo molecular, em uma coluna Superdex G75. A dosagem de
proteinas foi realizada de acordo com o método de Lowry modificado. Posteriormente a
isso, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢des redutoras.
Paralelamente, foi realizada a expressao do alvo molecular TRLb utilizando o vetor pET
28(a+) e transformadas em células E. coli BL21(DE3). Para a purificacdo da proteina
expressa, foi realizada uma cromatografia de afinidade em resina de niquel Ni-NTA
Agarose. Apos isso, foi feita a avaliagdo da atividade enzimética da Tripanotiona
redutase, contendo a enzima em presenca de tampao HEPES 40 mM e 1 mM EDTA a
pH 7,5; 0,15 mM NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), 25 yM DTNB
5,5’-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) e 1 uM T[S]2 (Sal de trifluoroacetato de
tripanotiona) testando concentracdes diferentes de substrato (0.15; 0.45; 0.75; 1.05;
1,35; 1.65; 1.9 yM.). Como resultados, os ensaios in silico indicaram que a giroxina foi
capaz de interagir com o sitio catalitico da enzima alvo, abrindo possibilidades para o
desenvolvimento de novas pesquisas na area. Temos que a Tripanotiona redutase foi
expressa e purificada com alto grau de pureza e com sua atividade catalitica preservada,
compativeis com a literatura. O fracionamento do veneno de C.d.t resultou em 5 fragdes
enriguecidas com as toxinas de interesse utilizando perfil cromatografico e massa
molecular como comparacdo com a literatura. Concluindo entdo, que a docagem



molecular apontou que a giroxina e a TRLb possuem interagdo. O método
cromatografico escolhido foi eficaz para o fracionamento do veneno de Crotalus durissus
terrificus,

Palavras-chave: Leishmaniose; Tripanotiona redutase; Crotalus durissus terrificus

E-mail: julianapvieira@gmail.com, andreimarsoares@gmail.com



mailto:juliianapvieira@gmail.com
mailto:andreimarsoares@gmail.com

