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Resumo para a sociedade 

A leishmaniose é uma doença transmitida pela picada de mosquitinhos-palha 

infectados com o parasito Leishmania. No Brasil, milhares de pessoas são afetadas 

todos os anos, principalmente nas regiões Norte e Nordeste. A doença pode se 

manifestar como feridas na pele que não cicatrizam ou como uma forma mais grave 

que afeta órgãos como fígado e baço, podendo levar à morte. Os medicamentos 

disponíveis atualmente são antigos, tóxicos e causam efeitos colaterais sérios. Além 

disso, já existem parasitos resistentes aos tratamentos. Por isso, é urgente identificar 

novos alvos para desenvolver medicamentos mais eficazes e seguros. 

O que este estudo investigou? 

Nossa pesquisa estudou uma proteína chamada PinX1 presente no parasito 

causador da leishmaniose. Em seres humanos e em leveduras que fermentam o pão, 

vinho e cerveja, essa proteína ajuda a controlar o tamanho dos telômeros - que são 

como as "capinhas" que protegem as pontas dos cromossomos (estruturas que 

acondicionam nosso DNA), importantes para manter a proliferação celular e evitar o 

envelhecimento. Parece que a PinX1 também interliga a maquinaria de montagem 

dos ribossomos, nossas fábricas de proteínas, à de manutenção dos telômeros. Sua 

ausência ou diminuição provoca defeitos de crescimento celular e alterações no 

tamanho telomérico, podendo desencadear envelhecimento celular ou eventos 

tumorais. 

Como foi feita a pesquisa? 

Nós "desligamos" parcialmente o gene da PinX1 em Leishmania usando uma 

técnica avançada chamada CRISPR (uma espécie de "tesoura genética"). Depois, 

observamos o que acontecia com os parasitos. Também produzimos a proteína PinX1 

em laboratório para estudar sua estrutura e como ela interage com outras proteínas 

do parasito. 

O que descobrimos? 

A proteína é essencial para a sobrevivência do parasito: quando tentamos 

desligar completamente o gene da PinX1, os parasitos morriam, o que mostra que 

essa proteína é vital para eles. 



 
 

 
 

Afeta a divisão celular: os parasitos com menos PinX1 cresciam mais 

devagar, acumulavam células que não finalizavam a divisão. 

Interfere na montagem de ribossomos: a PinX1 também afeta a montagem 

dos ribossomos - estruturas que fabricam proteínas dentro da célula.  

Interage diretamente com a telomerase e com a proteína TRF: descobrimos 

que a PinX1 se liga fisicamente à um componente da enzima telomerase e com os 

telômeros por sua interação com uma proteína telomérica (TRF). A diminuição de 

quantidade de PinX1 no parasito leva ao encurtamento dos telômeros. Confirmando 

sua ação na manutenção dessas estruturas.  

Estrutura diferente: a proteína PinX1 da Leishmania apresenta regiões 

desorganizadas (como "partes moles") que permitem que ela interaja com várias 

outras proteínas, o que explica suas funções em diferentes maquinarias. 

Por que isso é importante? 

Esta pesquisa revelou que a PinX1 da Leishmania é um "faz-tudo" essencial 

para o parasito: ajuda a manter seus cromossomos estáveis, a montar ribossomos e 

a se dividir corretamente. Por apresentar diferenças estruturais em relação à proteína 

humana, ela se torna um alvo promissor para o desenvolvimento de novos 

medicamentos contra o parasito.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Resumo 

As leishmanioses são doenças negligenciadas causadas por parasitos do 

gênero Leishmania, que afetam milhões de pessoas em todo o mundo. A alta 

toxicidade e resistência aos tratamentos atuais tornam urgente a identificação de 

novos alvos terapêuticos. Os telômeros, estruturas nucleoproteicas essenciais para a 

estabilidade genômica, surgem como promissores candidatos. Em eucariotos 

superiores, a proteína PinX1 é um regulador negativo clássico da telomerase, inibindo 

sua atividade ao interagir com a subunidade catalítica TERT. No entanto, seu papel 

em tripanossomatídeos permanecia desconhecido. Nesta tese, realizamos a primeira 

caracterização funcional e estrutural do ortólogo de PinX1 em Leishmania spp. 

(LmPinX1). Utilizando uma abordagem multifacetada que combinou a superexpressão 

epissomal da proteína marcada com myc, a obtenção da proteína na forma 

recombinante, a análise de interatoma, a edição gênica por CRISPR-Cas9 em L. 

major, o sequenciamento de DNA de longa leitura (ONT), a análise da expressão 

relativa, os ensaios de proliferação e de ciclo celular, além da caracterização biofísica 

e bioquímica da proteína, demonstramos que a LmPinX1 é essencial e multifuncional. 

Semelhante a outros eucariotos, a LmPinX1 interage com proteínas envolvidas com 

maturação de RNA ribossomal e pequenos RNAs nucleolares, além de se associar a 

proteínas de ciclo celular e com os telômeros via a proteína TRF e o componente 

TERT da telomerase. A análise funcional demonstrou a impossibilidade de gerar um 

nocaute em ambos os alelos do gene, sugerindo que LmPinX1 é vital para o parasito. 

Linhagens heterozigóticas (LmPinX1⁺/⁻) exibiram fenótipos pleiotrópicos 

progressivos, incluindo crescimento e divisão celular comprometidos, acúmulo de 

células na fase S, diminuição da expressão de LSU rRNAS e encurtamento 

telomérico. O encurtamento progressivo dos telômeros em LmPinX1+/- ao longo das 

passagens sugere um papel semelhante ao de células tumorais com expressão 

diminuída de PinX1 e nucleofosmina (proteína envolvida com a biogênese de 

ribossomos), mas contrasta com leveduras, onde a ausência de PinX1 induz o 

alongamento dos telômeros. Quanto à diminuição da expressão dos fragmentos rRNA 

LSU-β e LSU-ε, este fenótipo conecta a LmPinX1 à biogênese de ribossomos, o que 

foi posteriormente confirmado pela presença de muitos componentes da maquinaria 

de montagem de ribossomos nos dados de interatoma. Estudos estruturais também 

revelaram particularidades sobre a LmPinX1. Sua estrutura tridimensional mostra que 



 
 

 
 

ela é intrinsecamente desordenada, apresenta tamanho menor do que seus ortólogos 

e substituições de resíduos de aminoácidos específicos do gênero. LmPinX1 é capaz 

de formar monômeros e dímeros, imunoprecipita com a proteína telomérica TRF e 

interage fisicamente com o domínio N-terminal do componente TERT da telomerase, 

conforme demonstrado por ensaios de pull-down, espectroscopia de fluorescência e 

docking molecular. Coletivamente, nossos resultados revelam que a PinX1 em 

Leishmania pode desempenhar um papel importante na homeostase celular, 

integrando a manutenção telomérica, o processamento de rRNA e a progressão do 

ciclo celular. Esta convergência funcional em relação a outros eucariotos destaca a 

PinX1 como um alvo promissor para o desenvolvimento de novas estratégias 

quimioterápicas contra as leishmanioses, embora ainda haja muito a ser descoberto 

sobre esta proteína, especialmente quanto ao seu papel na manutenção dos 

telômeros. 

 

Palavras-chave: Leishmania; PinX1; telômero; telomerase; TERT; TRF; biogênese de 

ribossomos; proteína intrinsecamente desordenada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Abstract  

Leishmaniasis is a neglected disease caused by parasites of the genus 

Leishmania, affecting millions of people worldwide. The high toxicity and resistance to 

current treatments make the identification of new therapeutic targets urgent. 

Telomeres, nucleoprotein structures essential for genomic stability, emerge as 

promising candidates. In higher eukaryotes, the PinX1 protein is a classic negative 

regulator of telomerase, inhibiting its activity by interacting with the catalytic subunit 

TERT. However, its role in trypanosomatids remained unknown. In this thesis, we 

performed the first functional and structural characterization of the PinX1 ortholog in 

Leishmania spp. (LmPinX1). Using a multifaceted approach that combined episomal 

overexpression of the myc-tagged protein, recombinant protein production, 

interactome analysis, CRISPR-Cas9 gene editing in L. major, long-reading DNA 

sequencing (ONT) relative expression analysis, proliferation and cell cycle assays, and 

biophysical and biochemical characterization of the protein, we demonstrated that 

LmPinX1 is essential and multifunctional. Similar to other eukaryotes, LmPinX1 

interacts with proteins involved in ribosomal RNA maturation and small nucleolar 

RNAs, in addition to associating with cell cycle proteins and telomeres via the TRF and 

the telomerase TERT component. Functional analysis demonstrated the impossibility 

of generating a knockout in both alleles of the gene, suggesting that LmPinX1 is vital 

for the parasite. Heterozygous lineages (LmPinX1+/-) exhibited progressive pleiotropic 

phenotypes, including impaired cell growth and division, cell accumulation in the S 

phase, decreased LSU rRNA expression, and telomere shortening. The progressive 

telomere shortening in LmPinX1+/- across passages suggests a role similar to that of 

tumor cells with decreased expression of both PinX1 and nucleophosmin (protein 

involved in ribosome biogenesis), but contrasts with yeast, where the absence of PinX1 

induces telomere elongation. Regarding the decreased expression of LSU-β and LSU-

ε rRNA fragments, this phenotype connects LmPinX1 to ribosome biogenesis, which 

was confirmed by the presence of many components of the ribosome assembly 

machinery in interactome data. Structural studies also revealed particularities about 

LmPinX1. Its three-dimensional structure shows that it is intrinsically disordered, 

smaller in size than its orthologs, and exhibits genus-specific amino acid residue 

substitutions. LmPinX1 is capable of forming monomers and dimers, 



 
 

 
 

immunoprecipitates with the telomeric protein TRF, and physically interacts with the N-

terminal domain of the telomerase TERT component, as demonstrated by pull-down 

assays, fluorescence spectroscopy, and molecular docking. Collectively, our results 

reveal that PinX1 in Leishmania may play an important role in cellular homeostasis, 

integrating telomeric maintenance, rRNA processing, and cell cycle progression. This 

functional convergence with respect to other eukaryotes highlights PinX1 as a 

promising target for the development of new chemotherapeutic strategies against 

leishmaniasis, although much remains to be discovered about this protein, particularly 

regarding its role in telomere maintenance. 

Keywords: Leishmania; PinX1; telomere; telomerase; TERT; TRF; ribosome 

biogenesis; intrinsically disordered protein. 
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passages. Graph generated using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Software, USA). ........................... 39 

 

Figure 4-8 EdU incorporation in Lm007 (purple) and LmPinX1+/- (orange) parasites. (A) P5 and (B) P50. 
Proportion of cells incorporating EdU after 10 h incubation. No significant differences were observed 
between wild-type (Lm007) and mutant (LmPinX1+/-) at either passage, indicating that short-term DNA 
synthesis is not impaired. Graph generated using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Software, USA). .... 40 

 

Figure 4-9 Morphological Analysis of LmPinX1+/− Promastigotes by Scanning Electron Microscopy 
(SEM). Representative SEM images of Lm007 (A) and LmPinX1+/- (B) promastigotes at P5, showing cells with 
incomplete cytokinesis quantified in (C). At passage P50, LmPinX1+/− (E) shows a higher frequency of cells 



 
 

 
 

with incomplete cytokinesis compared to Lm007 (D), as quantified in (F). Bar graphs represent the mean 
number of promastigotes with incomplete cell division for Lm007 (purple) and LmPinX1+/- (orange). 
Statistical significance between strains is indicated by asterisks (**p < 0.01; ***p < 0.001). Error bars 
represent standard deviation. Graphs generated using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Software, USA).
 ......................................................................................................................................................... 41 

 

Figure 4-10 Morphological analysis of LmPinX1+/- and Lm007 promastigotes. Representative SEM 
images of Lm007 at P5 (A) and P50 (C), and LmPinX1+/- at P5 (B) and P50 (D) at increased magnifications 
(2000X, 5000X, and 10000X) are shown. The yellow-highlighted square indicates the zoomed area, while 
the white arrows point to elongated, normally shaped control cells, contrasting with the more rounded, 
two-flagella cells observed in LmPinX1+/-. ............................................................................................ 43 

 

Figure 4-11 Morphometric analysis of Lm007 and LmPinX1+/- promastigotes along passages. Violin 
plots illustrate the distribution of morphometric parameters, including cell area, aspect ratio, maximum 
Feret diameter, perimeter, circularity, and solidity, measured using ImageJ v1.54p in Lm007 (purple) and 
LmPinX1+/- (orange) strains. (A) Parameters at P5 and (B) P50. Solid horizontal lines indicate the median, 
while dashed lines represent the interquartile range. Statistical significance is indicated as *p < 0.05, **p < 
0.01 and ****p < 0.0001. Graph generated using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Software, USA). ...... 44 

 

Figure 4-12 Impact of LmPinX1+/- depletion on telomere stability in L. major. (A) Comparative analysis of 
telomere length by chromosomal arm in Lm007 and LmPinX1+/− strains. Telomeric regions were identified 
after genome assembly from FASTQ sequencing data using hifiasm, followed by scaffolding with RagTag 
based on the Leishmania major Friedlin reference genome (TryTripDB v68). Telomere detection and length 
quantification were performed using a custom R script (Arthur de Oliveira Passos, unpublished), employing 
the packages Biostrings, dplyr, tidyr, ggplot2, and openxlsx. Chromosomes are displayed according to left 
and right arms; in some cases, only one bar is present due to the absence of detectable telomeric 
sequences in the corresponding arm. Comparative analysis reveals overall telomere shortening in the 
LmPinX1+/− strain relative to the wild-type control. (B) Southern blot assay showing the distribution of 
telomeric fragment sizes across successive passages (P5 to P50), highlighting progressive telomeric DNA 
loss in the mutant strain. MWVII: DNA Molecular Weight Marker III (Roche). gDNA: Genomic DNA before 
digestion. .......................................................................................................................................... 47 

 

Figure 4-13 Relative rRNA levels in LmPinX1+/-. RT-qPCR quantification of 18S and LSU-derived γ, β, and ε 
rRNA fragments in control Lm007 (purple) and LmPinX1+/- (orange) at passages P5 (A) and P50 (B). At P5, 
LSU-γ and LSU-ε fragments are significantly increased, while LSU-β and 18S remain unchanged. At p50, 
LSU-β is strongly reduced, and LSU-ε is moderately decreased, whereas 18S and LSU-γ remain stable. Bars 
represent mean ± SD; * p < 0.05, ** p < 0.01. Graph generated using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad 
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Figure 5-1 Experimental workflow for the generation and analysis of the Leishmania major PinX1-myc 
overexpression line. Cells were cultured and transfected by electroporation, and overexpression was 
validated by PCR, RT-PCR, RT-qPCR, and Western blot. Growth, cell cycle, protein interactions, and 
proteomic analyses were subsequently performed. ............................................................................. 57 

 

Figure 5-2 Generation of an episomal LmPinX1-myc expressing cell strain. (A) Map of the psp-α-blast-
α-pinx1 plasmid. This Leishmania expression vector, derived from psp-α-blast-α (provided by prof. Adriano 
c. Coelho), contains the α-tubulin gene with intergenic sequences mediating RNA trans-splicing and 
polyadenylation, and confers blasticidin resistance. (B) PCR confirming successful transfection of a 
polyclonal population with psp-α-blast-α plasmids. pLmPspØ: polyclonal population. Ladder: 1 kb plus 
marker. (C) PCR confirming successful transfection of a polyclonal population with psp-α-blast-α PinX1 
plasmids. pLmPinX1-myc: polyclonal population Ladder: 1 kb plus marker. (D) PCR confirming the 
presence of psp-α-blast-α plasmids in three different clones of LmPspØ clones. Ladder: 1 kb plus marker; 
LmPspØ 1-3: selected clones; C+: positive control using plasmid; C–: negative control. (E) PCR confirming 
successful transfection with psp-α-blast-α–pinx1 plasmids in six different clones. Ladder: 1 kb plus 
marker; LmPinX1-myc 1–6: selected clones; C+: positive control using plasmid; C–: negative control. (F) 
Growth curve comparing wild-type L. major and clones carrying the plasmid without the pinx1 coding 
sequence (LmPspØ). (G) Growth curve comparing the strain LmPspØ (clone 2) and clones overexpressing 
LmPinX1-myc. ................................................................................................................................... 64 

 

Figure 5-3 Molecular and phenotypic characterization of L. major overexpressing PinX1-myc. (A) 
Western blot analysis of LmPinX1-myc expression. Total protein extracts from strains LmPspØ and 
LmPinX1-myc were probed with an anti-LmPinX1 antibody. GAPDH was used as a loading control. 
Molecular weights are indicated in kDa. (B) RT-PCR confirming the different expression of LmPinX1-myc. 
PCR amplifications were performed using cDNA from LmWT, LmPspØ, LmPinX1-myc, and negative control 
(c−) samples. (C) Relative PinX1 mRNA expression levels determined by RT-qPCR. Transcript levels were 
normalized to an endogenous control (RPN8) and expressed relative to the LmPspØ strain. Data are 
presented as mean ± standard error. **p <0.05.. (D) Growth curve of promastigotes from control (LmPspØ) 
and LmPinX1-myc strains. Cultures were monitored over six days. Data represent mean ± standard error 
from independent experiments. (E) Cell cycle analysis by flow cytometry. The percentage of cells in G0/G1, 
S, and G2/M phases was determined. Data are shown as mean ± standard error. .................................. 66 

 

Figure 5-4 Western blot of LmPinX1–Myc assay. Cell lysates from LmPspØ and LmPinX1-myc were 
immunoprecipitated using EZview anti-myc resin, and the gel was probed with anti-PinX1 antibody. Red 
rectangles indicate bands excised from a mirror gel for subsequent in-gel digestion and mass spectrometry 
analysis. ............................................................................................................................................ 68 

 

Figure 5-5 Co-immunoprecipitation (Co-IP) analysis of LmPinX1 and LmTRF. Immunoprecipitation (IP) 
assays were performed using polyclonal sera against LPinX1 (A) and LTRF (B) followed by immunoblotting 
with the indicated serum on the right of each panel. (A) IP with anti-LPinX1 serum (B) IP with anti-LTRF 
serum. (MW) Molecular Weight (–) indicates an empty lane (*) indicates the presence of the Fab fragment 
from the antibody used for immunoprecipitation. Dashed black squares indicate the position of the band 
at the expected molecular weight. ...................................................................................................... 69 

 



 
 

 
 

Figure 5-6 Functional enrichment analysis of the LmPinX1-associated protein network based on gene 
ontology (GO) terms. (A) Enriched molecular function GO categories associated with the proteins 
identified in the LmPinX1 interactome. (B) Enriched biological process GO categories, indicating the main 
cellular pathways and processes potentially linked to LmPinX1 function. Dot size corresponds to the 
number of proteins per GO term, while color denotes statistical significance expressed as FDR. The x-axis 
indicates –log10(FDR). ....................................................................................................................... 72 

 

Figure 5-7 Heatmap of proteins identified in the LmPinX1 pull-down assay. Rows represent individual 
proteins, and columns correspond to experimental conditions (triplicates of control and LmPinX1 pull-
down). Color intensity ranges from light pink (low abundance) to dark wine (high abundance), reflecting 
detected protein intensity, while white indicates proteins not detected in each sample. ........................ 75 
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Figure 6-1 Experimental workflow. Overview of the in-silico analyses, recombinant protein production, 
biophysical characterization, and fluorescence-based binding assays performed to study LmPinX1 and its 
interaction with LmTERT-NT. ............................................................................................................... 85 

 

Figure 6-2 FoldScript analysis of AlphaFold3-generated LmPinX1 models and molecular dynamics 
validation. (A) FoldScript comparative representation of the set of AlphaFold3 structural models for 
LmPinX1. Secondary structure elements extracted from each model (α-helices, 3₁₀-helices labelled η, β-
strands, and strict turns) are shown with annotated symbols. Secondary structures are coloured according 
to local AlphaFold confidence scores (pLDDT): blue for very high confidence (>90), cyan for confident (70–
90), yellow for low (50–70), and orange for very low (<50) confidence. Additional bars below the sequence 
indicate solvent accessibility ('acc') and hydropathy ('hyd'). Sequence conservation among related 
orthologs is displayed where available. This integrated view assists in identifying consensus structural 
features across models and regions of varying prediction confidence. (B) Root mean square deviation 
(RMSD) plot of LmPinX1 during the 300 ns molecular dynamics simulation, showing stabilization of the 
predicted structure after equilibration. (C) Radius of gyration (Rg) over the same simulation, indicating 
overall compactness and folding stability of the LmPinX1 model. ......................................................... 91 

 

Figure 6-3 The Leishmania major PinX1 3D structure. (A) Schematic representation of LmPinX1 structural 
domains. (B) Sequence alignment between L. major and H. sapiens PinX1 using M-coffee. C), and D) The 
position of the conserved glycine (G) residues in the G-Patch domain and the putative residues that 
associate with TRF in the TBM motif are highlighted. (E) Hydrophobic (red) and hydrophilic (blue) residues 
characteristics of the TBM motif in L. major PinX1 and hPinX1 are shown. The essential amino acids for 
hydrophobic interaction with TRF are marked with an asterisk. ............................................................. 92 

 

Figure 6-4 Recombinant LmPinX1 Protein Purification. (A) The protein expressed in E. coli Codon Plus RP 
was isolated from inclusion bodies (columns: lysis, wash 1 and 2, and input), and the soluble fraction 
(input) was subjected to (B) affinity chromatography on a HisTrap column under denaturing conditions 
(columns: flowthrough and % elution). The collected samples were fractionated by SDS-PAGE 12% gel and 



 
 

 
 

stained with Coomassie blue. The protein extracts obtained after refolding were fractionated by SDS-PAGE 
12% gel and transferred to a PVDF membrane. Western blot assays were developed by chemiluminescence 
(ECL, GE Healthcare) using (C) a polyclonal anti-LmPinX1 antibody produced in rabbit (Genone) and anti-
rabbit IgG peroxidase-conjugated secondary antibody, and (D) a monoclonal anti-His antibody from mouse 
and anti-mouse IgG peroxidase-conjugated secondary antibody. MW: molecular weight marker PageRuler 
(Life Technologies). Arrows indicate the expected position of recombinant LmPinX1. ............................ 95 

 

Figure 6-5 LmPinX1 is an intrinsically disordered protein. (A) Circular dichroism analysis of purified 
LmPinX1 confirms that the protein is folded after purification and dialysis. (B) Fluorescence emission 
spectra of LmPinX1 (10 µM) when excited at 280 nm and 295 nm indicate that at least one tryptophan 
residue is solvent-exposed. (C)The spectrum was monitored across temperatures ranging from 10 °C to 50 
°C. .................................................................................................................................................... 97 

 

Figure 6-6 Endogenous LmPinX shows different gel migration than the recombinant rPinX1. The sample 
obtained after the purification and refolding of recombinant rPinX1 (5 µg) and total protein extracts from L. 
amazonensis (400 µg) and L. major (400 µg) promastigote forms were fractionated on a 12% SDS-PAGE gel 
and transferred to a PVDF membrane. The assays were developed using chemiluminescence (ECL, GE 
Healthcare) with a rabbit anti-LmPinX1 serum (Genone), and as a secondary antibody, an anti-rabbit IgG 
peroxidase-conjugated was used. MW: molecular weight marker Page Ruler (Life Technologies). rPinX1: 
purified recombinant protein fraction; LaPinX1 – nuclear proteins from L. amazonensis; LmPinX1 – nuclear 
proteins from L. major. Arrows indicate the estimated molecular weight for the corresponding bands .... 99 

 

Figure 6-7 rPinX1 can form homodimers. (A) Blue Native PAGE of recombinant LmPinX1 from three 
independent purification batches, showing two reproducible bands under non-denaturing conditions, 
indicative of distinct oligomeric species. (B) Dynamic light scattering (DLS) analysis showing a single peak 
at 2.5 nm, indicating a homogeneous protein population with an estimated molecular weight of 30 kDa. (C) 
Size-exclusion chromatography coupled with multi-angle light scattering (SEC-MALS) analysis. The UV 
(black), light scattering (LS, blue), and refractive index (RI, red) signals reveal distinct peaks corresponding 
to different oligomeric states. (D) Molar mass distribution across the chromatographic profile shows a 
predominant peak around 14 mL, suggesting the presence of a higher-order oligomeric form of LmPinX1.
 ....................................................................................................................................................... 101 

 

Figure 6-8 In silico docking analysis of the interaction between LmTERT and LmPinX1. (A) 
Representative docking poses obtained from GRAMM protein–protein docking simulations showing the 
predicted interaction between LmTERT and LmPinX1. The proteins are displayed as molecular surfaces 
and/or ribbon representations, highlighting the interaction interface. The TERT domains are highlighted. (B) 
Two-dimensional interaction map illustrating the intermolecular contacts predicted at the LmTERT–
LmPinX1 interface based on protein–protein docking analysis. Interacting residues from LmTERT and 
LmPinX1 are displayed and connected according to the type of interaction, including hydrogen bonds, salt 
bridges/ionic interactions, π-cation interactions, and π–π stacking. .................................................... 104 

 

Figure 6-9 Fluorescent emission spectra of the LmPinX1 and LmTERT-NT interaction. LmPinX1 and 
LmTERT interaction shown by fluorescence spectroscopy analysis. The proteins were in glycine pH 8.0, and 



 
 

 
 

incubated for 5 min at RT. The emission spectrum is shown in (A) for excitation at 295 nm and (B) at 280 nm. 
The emission spectra of the proteins in the presence of bis-ANS. (C) after 385 nm excitation. .............. 107 

 

Figure 6-10 Phylogenetic relationships of PinX1 proteins across eukaryotes. The evolutionary history 
was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou, Nei, 1987). Evolutionary distances were 
calculated using the Poisson correction model. All ambiguous positions were removed by pairwise 
deletion, resulting in a final dataset comprising 2,006 amino acid positions. Phylogenetic analyses were 
performed in MEGA11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021), and the tree was visualized and edited using iTOL 
v6. Branch thickness is proportional to node support values, with thicker branches indicating higher 
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IP - Immunoprecipitation (Imunoprecipitação) 
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1. Introdução 

1.1. Contexto biológico geral 

As leishmanioses compreendem um conjunto de doenças causadas por 

parasitos do gênero Leishmania (Neves et al., 2022; Organização Pan-Americana da 

Saúde, 2021; Secretaria de Vigilância em Saúde e Ambiente, 2025). Estas 

enfermidades representam um importante problema de saúde pública em regiões das 

Américas, África e Ásia (WHO, 2020, 2021), sendo classificadas pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) como “Doenças tropicais negligenciadas” devido ao seu 

elevado impacto social e econômico nas populações mais pobres de países tropicais 

e subtropicais (Figura 1-1) ((OMS), 2025). No Brasil, as leishmanioses permanecem 

endêmicas, com aproximadamente 13 000 casos de leishmaniose tegumentar 

registrados em 2023, principalmente nas regiões Norte e Nordeste, e cerca de 2 000 

casos anuais de leishmaniose visceral, forma mais grave da doença (Secretaria de 

Vigilância em Saúde e Ambiente, 2025). Esses números evidenciam a persistência da 

transmissão e a relevância epidemiológica do parasito, reforçando a necessidade de 

desenvolver novas terapias e estratégias preventivas. 

 

Figura 1-1 Leismaniose: Uma doença tropical negligenciada. Infográfico sobre a 
leishmaniose, abordando o vetor transmissor, os reservatórios animais, a distribuição geográfica, as 
formas clínicas, o tratamento e os aspectos epidemiológicos da doença. Elaborado pela autora, com 
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aprimoramento visual realizado com auxílio de inteligência artificial generativa (Chatgpt) .1 Adaptado de 
dados da Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS).  

 

Clinicamente, as leishmanioses podem se apresentar desde formas 

assintomáticas, a lesões cutâneas autolimitantes, como ocorre na leishmaniose 

cutânea, ou lesões desfigurantes em regiões mucosas e mucocutâneas; ou ainda, 

com envolvimento de baço e fígado, podendo levar a óbito, como ocorre na 

leishmaniose visceral (Neves et al., 2022). A apresentação da doença depende do 

estado imunológico do hospedeiro e da espécie do parasito. No Brasil, Leishmania 

amazonensis e L. braziliensis estão associadas às formas cutânea e mucosa da 

doença, enquanto L. infantum é responsável pela forma visceral (Organização Pan-

Americana da Saúde, 2021; Secretaria de Vigilância em Saúde e Ambiente, 2025). 

O gênero Leishmania pertence à ordem Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae. Os parasitos apresentam dimorfismo morfológico ao longo de seu 

ciclo de vida, alternando entre as formas promastigota e amastigota (Erro! Fonte de 

referência não encontrada.), as quais são adaptadas aos ambientes do inseto vetor 

e do hospedeiro vertebrado, respectivamente (Bates, 2007; Conceição-Silva; Alves, 

2014). A forma promastigota, encontrada no trato digestório do flebotomíneo e mantida 

em cultura in vitro, apresenta morfologia alongada e fusiforme, com comprimento 

médio variando entre 10 e 20 µm, possuindo um único flagelo emergente da bolsa 

flagelar, responsável pela motilidade celular (Neves et al., 2022; Real; Mortara, 2012; 

Wheeler; Gluenz; Gull, 2011a). O núcleo localiza-se aproximadamente na região 

central da célula, enquanto o cinetoplasto — uma estrutura especializada rica em DNA 

mitocondrial — encontra-se próximo à extremidade anterior, adjacente à base do 

flagelo (Neves et al., 2022; Real; Mortara, 2012). Em contraste, a forma amastigota, 

presente no interior de vacúolos parasitóforos de macrófagos do hospedeiro 

vertebrado, é arredondada ou oval, medindo cerca de 2 a 5 µm de diâmetro, e não 

apresenta flagelo externo, embora mantenha a estrutura flagelar curta e interna (Real; 

Mortara, 2012; Wheeler; Gluenz; Gull, 2011a). Apesar das diferenças morfológicas 

marcantes entre as duas formas evolutivas, ambas compartilham características 

celulares típicas dos tripanossomatídeos, como a presença de uma única mitocôndria 

ramificada, um citoesqueleto organizado por microtúbulos subpeliculares e uma 
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organização nuclear altamente conservada (Real; Mortara, 2012; Wheeler; Gluenz; 

Gull, 2011a). 

 

Figura 1-2 Representação esquemática das formas evolutivas de Leishmania: 
promastigota (à esquerda), forma flagelada presente no inseto vetor, e amastigota (à direita), forma 
arredondada intracelular encontrada em células do hospedeiro vertebrado. Estão indicadas estruturas 
celulares simplificadas, incluindo núcleo, cinetoplasto, bolsa flagelar e flagelo. Figura elaborada pela 
autora, com auxílio de inteligência artificial generativa para refinamento visual com base em Neves et 
al., 2022. 

O ciclo de infecção inicia-se quando mosquitos flebotomíneos fêmeas do 

gênero Lutzomyia ingerem formas amastigotas durante o repasto sanguíneo. No 

intestino do vetor, o parasito se diferencia e se multiplica em promastigotas procíclicas, 

leptomonadas, retroleptomonadas e promastigotas metacíclicas, esta última forma 

altamente infectiva. Ao ser inoculada em um hospedeiro vertebrado, a forma 

metacíclica é fagocitada por neutrófilos e macrófagos, transformando-se novamente 

em amastigotas no vacúolo parasitóforo. A multiplicação intracelular permite a 

disseminação da infecção e o surgimento das manifestações clínicas (Neves et al., 

2022; Organização Pan-Americana da Saúde, 2021; Serafim et al., 2018) (Figura 1-3). 



Figura 1-3 Ciclo de desenvolvimento de Leishmania sp. O mosquito vetor ingere formas 
amastigotas durante o repasto sanguíneo de um hospedeiro infectado. No intestino do inseto, o parasito 
se diferencia em promastigotas procíclicas e leptomonadas, que podem se desdiferenciar em 
retroleptomonadas após novo repasto. Essas formas se transformam em promastigotas metacíclicas, 
não replicativas, mas altamente infectivas, que são transmitidas ao hospedeiro vertebrado em um novo 
repasto sanguíneo. Figura adaptada de Serafim et al., (2018). 

Embora existam tratamentos como os antimoniais pentavalentes e a 

anfotericina B, estes apresentam alta toxicidade e custo elevado, e a resistência dos 

parasitos a esses fármacos tem aumentado. Além disso, não há vacina disponível, de 

modo que a prevenção depende do controle do vetor e de melhorias sanitárias e 

habitacionais (Bethony et al., 2011; Mukherjee et al., 2013; Ponte-Sucre et al., 2017; 

Taslimi; Zahedifard; Rafati, 2018). Esse cenário reforça a necessidade de identificar 

novos alvos moleculares para o desenvolvimento de terapias mais eficazes, bem 

como de ampliar o conhecimento básico sobre a biologia do parasita. 

Compreender a biologia celular de Leishmania spp., incluindo morfologia, ciclo 

de vida e dinâmica celular, é fundamental para investigar proteínas nucleares e 

processos essenciais como a manutenção telomérica. Estes conhecimentos fornecem 

o contexto necessário para estudar proteínas reguladoras da telomerase, como a

PinX1, e seu papel multifuncional no parasito. 
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