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INTRODUGCAO: O género Leishmania compreende um grupo amplo de
protozoarios flagelados. Trés manifestacdes clinicas da doenca sao possiveis: a
leishmaniose visceral, a cutanea e a mucocutanea. O desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos esta em progresso, com a exploragcdo de vias metabdlicas
do parasita em busca de alvos e compostos com potencial de interacdo. A
Tripanotiona redutase € uma enzima presente nos tripanosomatideos, envolvida
nos processos de protecao contra espécies reativas de oxigénio e considerada
um alvo importante, pois sua fungao afeta de forma direta o ciclo vital do parasita.
OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho foi expressar, purificar e caracterizar
bioquimicamente a enzima recombinante Tripanotiona redutase de Leishmania
braziliensis (TRr). MATERIAIS E METODOS: Utilizou-se o plasmideo sintético
recombinante do gene da TR de L. braziliensis inserido no vetor pET 28 (a+).
Realizou-se a transformacgdo de bactérias E. coli, cepas BL21(DE3) e TG1
guimiocompetentes. A cultura foi semeada em placas de Petri (90 x15) com meio
de cultura Luria Bertani (LB) agar e canamicina. As colbnias transformantes
foram cultivadas em 5 ml de LB liquido com canamicina em agitagédo (250 rpm)
e 37 °C durante 16 horas, e logo da cultura de BL21 (DE3) levou-se uma aliquota
em relacdo 1:100 com meio LB e antibiético para inducéo. Realizou-se a medicao
da densidade otica (D.0.) a 600 nm até chegar ao valor de 0,6. Posteriormente
a cultura foi induzida em distintos tempos (4-12 h) e concentracdes de IPTG (0-
1mM), foram separadas aliquotas para visualizacdo em gel de poliacrilamida
12,5% com tampéo DTT e SDS. De cada condigdo da cultura induzida realizou-
se a lise celular com TRIS 50 mM, pH 8,0 e lisozima e posteriormente submetidas
a sonicacdo. Para purificacdo, utilizou-se o método de cromatografia de
afinidade utilizando resina de niquel e tampéao imidazol/fosfato de sodio/cloreto
de sodio 10, 30, e 500 mM. Posteriormente a amostra foi submetida a analise
por eletroforese SDS-PAGE 12,5 %. Realizou-se a extracdo e quantificacédo
plasmidial a partir de 5 mL de cultura de TG1 de 16 h. RESULTADOS: Foram
obtidas colbnias uniformes, demonstrando que as transformantes incorporaram
o plasmideo. Houve maior expressédo da enzima apos 4 h de inducdo e 1mM de
IPTG. Na cromatografia, foi possivel eluir a enzima a 280 nm de absorbancia,
com aproximadamente 70% de tampé&o de eluicdo. A enzima purificada teve
rendimento de 20 mg/L. Finalmente, realizou-se um gel SDS-PAGE 12,5%, em
condicdes redutoras e néo redutoras. Obteve-se rendimento plasmidial de 38,4
ng/uL. CONCLUSAO: Bactérias quimiocompetentes de E. coli foram
transformadas, induzidas e posteriormente lisadas para purificar a proteina de
interesse, e amplificacdo do plasmidio, atingindo os objetivos propostos para
esse trabalho.
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