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Introducao |

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, afeta aproximadamente 20
milhées de pessoas e é uma das chamadas
doencas negligenciadas. Um dos caminhos para o
desenvolvimento de novas drogas contra a doenca
de Chagas é explorar o fato de que a forma
infectante de T. cruzi depende exclusivamente da
via glicolitica como fonte de energia. Portanto,
compostos que bloqueiem a glicélise podem ser
utilizados como drogas para combater a doenca. A
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
€ a enzima da via glicolitica que catalisa
reversivelmente a carboxilacéo do
fosfoenolpiruvato e sua desfosforilagdo, com
formacao de oxaloacetato (OAA)".

Em estudos anteriores a enzima PEPCK de T.cruzi
teve sua estrutura tridimensional determinada por
cristalografia’. O protocolo utilizado para a
obtencdo da enzima n&o pode ser reproduzido pelo
fato de que resinas utilizadas para a purificacdo
foram descontinuadas. Portanto para estudo de
busca de inibidores da PEPCK foi necesséaria a
realizacdo da producdo da enzima recombinante
utilizando-se outra construcdo genética. O objetivo
deste trabalho foi a expressédo e co-expressdo da
enzima PEPCK em E. coli para purificacdo e busca
de potenciais inibidores. Para isso, foi realizada a
clonagem do gene TcPEPCK no vetor pET Duet-1
gue permite a insercdo de duas cépias do gene para
a co-expressao da enzima na mesma célula, na
tentativa de se aumentar o nimero de mondmeros
da enzima otimozando a formagdo da enzima
dimérica ativa. Nesta constru¢do a enzima é
produzida em fusdo com uma seqiéncia de 6
residuos de histidina no N-terminal e uma
seqgliéncia de 11 aminoacidos com afinidade a
resina de agarose no C-terminal, para posterior
purificacdo por cromatografia de afinidade.

Uma vez obtida a enzima pura serao realizados os
estudos dos parametros cinéticos da mesma para
posterior utilizacdo na busca de inibidores naturais e
sintéticos.

Resultados e Discussao |

Promoveram-se estudos das condi¢des de
expressdo da PEPCK recombinante em E. coli
BL21 transformadas com o] plasmideo
pPETDuetPEPCK-2. A temperatura de inducdo de
20°C, com 0,5mM de IPTG, foi a melhor condi¢ao
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encontrada até o momento, para a expressdo da
PEPCK recombinante (Figura 1).
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Figura 1: Gel SDS-PAGE de expressédo da PEPCK
recombinante de T. cruzi (PEPCK) em E. coli.
Expressao foi realizada a 20°C por 12 horas, 0,5mM
de IPTG. Poco 1: Padrdo de massa molecular;
Poco 2 e 3: Conteudo protéico antes e depois da
inducdo, respectivamente; Poco 4: Fracdo soluvel
do lisado celular; Poco 5: Fracéo insolavel do lisado
celular.

Esta sendo realizada, ainda, a clonagem do gene
TcPEPCK no vetor pET 28a para um estudo
comparativo da expressdo, utilizando-se os dois
sistemas. A proxima etapa sera a padronizacdo das
condicbes de purificagdo e dos ensaios de
atividade.

Conclusodes

Até o momento, as clonagens no vetor pET Duet-1
ja foram realizadas com sucesso, observando-se
uma boa expressdo da enzima. As condi¢des de
solubilidade estdo sendo avaliadas para a obtencéo
de uma maior quantidade de enzima soltvel, pura e
com atividade. A clonagem do gene TcPEPCK no
vetor pET 28a ja foi iniciada. O melhor sistema de
expressdo serda, entdo, escolhido, levando em
consideragdo a solubilidade e purificagao.
Finalmente, serdo promovidos estudos cinéticos da
enzima e, entdo, o desenvolvimento de ensaios de
inibicdo.
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