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RESUMO 

Os parasitos do gênero Leishmania são protozoários primitivos entre os quais estão os 

causadores de um espectro de doenças conhecidas como leishmaniose, as quais afetam 

milhões de pessoas no mundo inteiro, sendo o Brasil um dos países que apresenta maior 

número de casos por ano. Os tratamentos e vacinas disponíveis para a leishmaniose 

apresentam problemas como toxicidade, alto custo e baixa eficiência, tornando 

importante a busca por novos alvos terapêuticos. Dada sua importância para a 

estabilidade genômica e proliferação celular, os telômeros têm sido considerados como 

alvos terapêuticos potenciais no tratamento da leishmaniose. Os telômeros são as 

extremidades físicas dos cromossomos lineares compostos por complexos 

ribonucleoproteicos que envolvem a interação entre proteínas, DNA e RNA. A maioria 

dos eucariotos mantêm o tamanho dos telômeros pela ação do complexo telomerase, 

que é minimamente composto por uma proteína (TERT, Telomerase Reverse 

Transcriptase) e um RNA longo não codificador (TER, Telomerase RNA). Os dois 

componentes do complexo telomerase em Leishmania sp. foram identificados, porém 

não há informação disponível sobre suas estruturas. O objetivo principal deste estudo 

foi a caracterização estrutural do componente TERT de Leishmania major. Utilizando 

alinhamentos múltiplos de sequências, foi possível verificar que os quatro domínios 

estruturais das telomerases canônicas estão presentes no componente TERT em 

Leishmania sp. Três destes domínios foram estudados independentemente utilizando 

várias ferramentas de bioinformática. O domínio TEN (Telomerase essential N-

terminal) é o mais amino-terminal e é importante na interação com o DNA telomérico e 

proteínas teloméricas. Em L. major, este domínio mostra uma baixa conservação de 

estrutura primária quando comparado com outros eucariotos, mas preserva o único 

motivo estrutural. Este domínio está composto principalmente por elementos 

desordenados e hélices-α e mostra uma baixa conservação de estrutura primária quando 

comparado com outros eucariotos, mas preserva seu motivo funcional característico. O 

domínio TRB (Telomerase RNA Binding) é importante na interação entre o componente 

TERT e o componente TER. Em L. major, o domínio TRB apresenta uma conservação 

estrutural parcial, mas possui substituições em resíduos de aminoácidos próprias do 

gênero Leishmania que poderiam alterar o mecanismo de interação TERT/TER. O 

domínio RT é o centro catalítico do TERT. Este domínio é altamente conservado em L. 

major e apresenta conservação de todos os motivos funcionais, assim como do centro 

catalítico. Para corroborar os resultados in silico com dados experimentais, os três 

domínios foram individualmente expressos em sistema heterólogo e protocolos de 

purificação das proteínas recombinantes são apresentados. O objetivo é utilizar estas 

proteínas em estudos de interação proteínas-ácidos nucleicos e proteína-proteína para 

verificar o grau de conservação destas interações, uma vez que nesses parasitos o TERT 

compartilha características estruturais com outros TERT, embora também apresente 

peculiaridades do gênero. Os resultados gerados neste trabalho podem fornecer 

conhecimento sobre a evolução da enzima telomerase e indicar se a telomerase de L. 

major poderá ser considerada um alvo terapêutico parasita-específico.   

 

Palavras chave: Leishmania, telômeros, telomerase, estrutura, bioinformatica. 
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ABSTRACT 

Parasites of the Leishmania genus are primitive protozoa and among them are the 

causative agents of a spectrum of diseases called leishmaniasis, which affect millions of 

people in tropical countries worldwide, being Brazil one of the countries with higher 

number of cases each year. The drugs or vaccines available to treat leishmaniasis 

present problems such as toxicity, excessive cost a low efficiency, so it is important to 

search for new potential therapeutic targets. Due to their importance in genome stability 

and cell proliferation, telomeres have been considered a potential therapeutic target 

against leishmaniasis. Telomeres are the ends of linear chromosomes composed by 

ribonucleoproteic complexes that involve the interaction between proteins, DNA and 

RNA. Most eukaryotes maintain their telomere length by the action of the telomerase 

complex, minimally composed by a protein (TERT, Telomerase Reverse Transcriptase) 

and a long non-coding RNA (TER, Telomerase RNA). Both components of the 

Leishmania sp. telomerase complex have already been identified, however, little is 

known about their structure. This study had the aim to characterize the structure of the 

Leishmania major TERT component. Using multiple sequence alignments, we were 

able to verify that the four structural domains of canonical telomerases are present in 

Leishmania sp. Using different bioinformatic approaches three of these domains were 

independently studied. The TEN (Telomerase essential N-terminal) domain is the most 

amino-terminal and is involved in the interaction between TERT, telomeric DNA and 

accessory proteins. In L. major this domain is mainly composed by unordered regions 

and α helixes showing little primary structure conservation when compared to other 

eukaryotes, although it preserves its unique structural motif. The TRB (Telomerase 

RNA binding) domain is important for the interaction between TERT and TER. In L. 

major the TRB domain shows partial structural conservation but presents characteristics 

that are specific to the genus and that could alter the mechanism of TERT/TER 

interaction. The RT (Reverse transcriptase) domain is the catalytic center of TERT. It is 

structurally conserved in L. major, presenting all the functional motifs and conservation 

of the catalytic core. To corroborate our in-silico results with experimental data, we 

independently expressed all three domains using heterologous system and purification 

protocols are presented. Our goal is to perform protein-protein and protein-nucleic acid 

interaction assays to verify how conserved are these interactions. In these protozoa, 

TERT shares conserved structural features with other TERT but also present its own 

peculiarities. The results gathered from these studies will provide insights on the 

evolution of the telomerase enzyme and will help to determine if L. major telomerase 

could be considered a parasite-specific therapeutic target.  

Keywords: Leishmania, telomeres, telomerase, structure, bioinformatic 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Parasitos do gênero Leishmania e Leishmaniose 

O gênero Leishmania pertence à ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae, classificados entre os organismos eucariotos mais primitivos do 

planeta, tendo divergido de outros eucariotos cerca de 200-500 milhões de anos atrás 

(SIMPSON et al., 2004; SILVA, DA et al., 2017). O gênero Leishmania é composto por 

parasitos digenéticos com ciclo de vida heteroxeno, apresentando duas formas de vida 

principais presentes em dois hospedeiros (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2012; ALVAR et al., 2012). A primeira é denominada de promastigota e se apresenta 

como uma forma alongada, flagelada e móvel que habita o trato digestivo de insetos 

dípteros, dos gêneros Phlebotomus no velho mundo e Lutzomia no novo mundo 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). A segunda forma de vida é denominada 

amastigota e se apresenta arredondada, com flagelo inaparente e habita o interior das 

células da linhagem monocítica-fagocitária do hospedeiro vertebrado (CHAPPUIS et 

al., 2007).  

O ciclo de desenvolvimento de Leishmania sp. (Figura 1) se inicia quando fêmeas 

infectadas do inseto vetor se alimentam com o sangue do hospedeiro mamífero, 

liberando promastigotas metacíclicos na sua corrente sanguínea (CHAPPUIS et al., 

2007; SILVA, DA et al., 2013). Os promastigotas são fagocitados por macrófagos e 

células dendríticas. No interior da célula, o promastigota se transforma em amastigota 

passando a sobreviver dentro dos fagolisossomos. Os amastigotas se dividem por fissão 

binária até causar o rompimento da célula, e assim, são liberados na corrente sanguínea 

infectando novas células (CHAPPUIS et al., 2007). O ciclo é fechado quando um inseto 

vetor, não infectado, se alimenta de um hospedeiro mamífero infectado ingerindo 
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células contendo as formas amastigotas. No trato digestivo do inseto vetor, os 

amastigotas se transformam em promastigotas procícliclos, uma forma altamente 

proliferativa, mas não infectiva, que ao longo do trato digestivo do inseto se 

transformam em parasitos não proliferativos mas altamente infectivos, denominados 

promastigotas metacícliclos, que migram para a probóscide do inseto vetor  (Da SILVA, 

et al., 2013). 

 

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de Leishmania sp. 

Representação esquemática do ciclo de desenvolvimento dos parasitos do gênero Leishmania no 

hospedeiro vertebrado e no hospedeiro invertebrado. A figura representa os diferentes estágios de 

desenvolvimento do parasita durante seu passo pelo dos hospedeiros, o mamífero e o invertebrado figura 

traduzida de Da SILVA, et al., (2013). 

 

 

 O gênero Leishmania é composto por aproximadamente 53 espécies, das quais 

31 são parasitos de mamíferos e aproximadamente 20 espécies dos subgêneros 

Leishmania e Viannia, infectam humanos (AKHOUNDI et al., 2016).  
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 Os parasitos do gênero Leishmania são causadores de um conjunto de doenças 

conhecidas como leishmanioses que apresentam diversas formas clínicas (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2012). A leishmaniose cutânea (LC) consiste em lesões 

na pele que variam em severidade e duração, podendo ser auto curativas. A 

leishmaniose mucocutânea (LMC) é uma doença desfigurante e mutilante que causa 

úlceras nas mucosas do nariz, boca, laringe e faringe. Estas úlceras não curam 

espontaneamente. Finalmente, a forma mais severa de leishmaniose é a leishmaniose 

visceral (LV) ou kala-azar, onde os parasitos infectam órgãos internos como o fígado e 

o pâncreas (CHAPPUIS et al., 2007). A forma clínica e a intensidade da doença estão 

associadas à espécie infectante e ao estado imunológico do hospedeiro mamífero 

(CHAPPUIS et al., 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). 

 A organização mundial da saúde considera as leishmanioses doenças de 

importância em saúde pública, sendo classificadas entre as doenças tropicais 

negligenciadas, para as quais não existem métodos profiláticos eficazes nem tratamento 

adequado, além de baixo investimento por parte das indústrias farmacêuticas, apesar do 

grande número de vítimas acometidas pela doença. As leishmanioses ameaçam 350 

milhões de pessoas em 98 países, e estima-se que existem atualmente 12 milhões de 

pessoas infectadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012; AKHOUNDI et al., 

2016). Estima-se que todos os anos ocorrem entre 700 mil e um milhão de novos casos 

de leishmaniose cutânea e, entre 200 e 400 mil novos casos de leishmaniose visceral 

(AKHOUNDI et al., 2016), dos quais entre 20 e 30 mil levam à morte do paciente 

(VIJAYAKUMAR; DAS, 2018)(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/). 

Aproximadamente 90% dos casos ocorrem na Índia, em Bangladesh, no Brasil, no 

Nepal e no Sudão (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).  
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 A primeira opção de tratamento das leishmanioses na maioria de países são os 

antimoniais pentavalentes (BERMAN, 2005; CROFT et al., 2006; CHAPPUIS et al., 

2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012), mesmo quando estes fármacos 

apresentam problemas de toxicidade e induzem resistência nos parasitos (CROFT et al., 

2006; CHAPPUIS et al., 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). A 

segunda linha de tratamento é a Anfotericina B, o fármaco de escolha de muitos países 

graças à sua alta eficácia e poucos efeitos secundários. No entanto, seu alto custo e a 

falta de cobertura dos planos de saúde não permitem sua utilização por países em 

desenvolvimento (CHAPPUIS et al., 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2012). A miltefosina é o único fármaco anti-leishmaniose oral disponível atualmente, 

mas possuí maior eficácia contra a forma visceral, além de ser teratogênico, o que 

impede sua aplicação em toda a população (CHAPPUIS et al., 2007). Os protocolos de 

tratamentos anti-leishmaniose também podem não ser eficazes porque os pacientes não 

terminam o tratamento e, também, porque seu estado imunológico afeta sua resposta aos 

diferentes fármacos, somando um grau de complexidade ao tratamento (CROFT et al., 

2006). 

Com o intuito de se estabelecerem novos e mais efetivos protocolos no 

tratamento da leishmaniose, componentes de várias rotas metabólicas, que sejam de 

importância na forma amastigota do parasita e não sejam compartilhadas com o humano 

têm sido avaliadas como possíveis alvos terapêuticos (VIJAYAKUMAR; DAS, 2018). 

Do mesmo jeito, esforços têm sido encaminhados ao desenvolvimento de uma vacina 

que permita prevenir novos casos de leishmaniose. No entanto, todos os tratamentos 

disponíveis até a data têm, implicações negativas, por isso, mais pesquisas em buscas de 

novos alvos terapêuticos são necessárias (DIDWANIA et al., 2017; GHORBANI; 

FARHOUDI, 2018; VIJAYAKUMAR; DAS, 2018). Também é importante o 



 

5 

fortalecimento das medidas de prevenção da doença como o controle de insetos vetores, 

mediante inseticidas ou barreiras, e o controle de reservatórios mamíferos, como cães e 

gado. Entretanto, estes programas são de difícil manutenção devido à irregularidade de 

investimentos em profilaxia nos países em desenvolvimento (CHAPPUIS et al., 2007; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012), ainda que  estudos recentes ressaltaram 

que o investimento na prevenção e controle em doenças negligenciadas têm o potencial 

de gerar um grande retorno econômico, graças ao maior bem-estar da população (LENK 

et al., 2018).  

Deste modo, a falta de fármacos e de estratégias de prevenção eficazes 

evidenciam a necessidade de novos protocolos terapêuticos que sejam de baixo custo e 

seguros para os pacientes. Recentemente, a disponibilidade de novas informações sobre 

a fisiologia dos parasitos e a disponibilidade das sequências dos genomas de diferentes 

espécies de Leishmania podem possibilitar a identificação de novos alvos terapêuticos.  

Neste contexto, os telômeros têm sido considerados como alvos terapêuticos 

potenciais dada sua relação direta com a estabilidade do genoma e a proliferação celular 

(SEKARAN et al., 2014).  

1.2. Telômeros e telomerase  

Os telômeros são as extremidades dos cromossomos lineares dos eucariotos. São 

estruturas ribonucleoproteicas cuja principal função é a de proteger os terminais 

cromossômicos, evitando que sejam reconhecidos como quebras de DNA na forma de 

dupla fita e de fusões terminais (BLACKBURN, 1994). Eles permitem a replicação 

completa do DNA e evitam a perda de material genético codificante durante as divisões 

celulares. Por isso, a homeostase telomérica tem sido implicada em processos como 

ciclo celular, envelhecimento e câncer (GIARDINI et al., 2014). 
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O DNA telomérico é composto por sequências repetitivas curtas, que são similares 

mesmo entre espécies altamente divergentes (BLACKBURN; GALL, 1978; GREIDER; 

BLACKBURN, 1985; CANO, 2001), podendo variar em tamanho dependendo do 

organismo (WU et al., 2017). As repetições teloméricas são formadas por uma fita rica 

em guaninas e a outra rica em citosinas. Na extremidade 3' da fita rica em guaninas (G) 

uma protrusão fita simples denominada "3' G-Overhang" é formada (Figura 2) 

(GIARDINI et al., 2014). O DNA telomérico também pode assumir estruturas 

secundárias, como é o caso do T-loop, uma conformação na qual o 3’ G-Overhang 

invade a região dupla fita formando um loop (LANGE, DE, 2004). Esta conformação é 

de grande importância para evitar que os telômeros sejam reconhecidos como quebras 

no DNA. Uma segunda conformação comum do DNA telomérico é o 3’ G-Overhang, 

um arranjo que é possível dado o alto conteúdo de guaninas presente no DNA 

telomérico (GRIFFITH et al., 1999). A presença destas conformações no DNA 

genômico depende da interação com proteínas específicas. Estas conformações na 

cromatina telomérica evitam que os telômeros sejam reconhecidos pela maquinaria de 

reparo celular como quebras no DNA, garantindo assim, a estabilidade genômica 

(GIARDINI et al., 2014). 
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Figura 2. Conformações do DNA telomérico 

(A) Estrutura primária do DNA telomérico mostrando a região dupla fita e a protrusão da fita simples rica 

em G ou 3’ G-Overhang. (B) T-loop, conformação especial na qual o 3’ G-Overhang invade a região 

dupla fita formando um loop. Esta conformação é de grande importância para a proteção telomérica e 

para evitar que os telômeros sejam reconhecidos como quebras de DNA pela maquinaria de reparo (C) O 

alto conteúdo de guaninas do DNA telomérico permite que o 3’ G-Overhang forme arranjos na forma de 

estruturas conhecidas como G-quadruplex. Figura traduzida de VIVIESCAS et al., (2018). 

 

Os conjuntos de proteínas encarregados de proteger o DNA telomérico recebem 

o nome de complexo de capping. Nos seres humanos, este complexo é denominado 

shelterin, sendo composto por 6 proteínas: TRF1 e TRF2 (Telomeric Repeat Factor 1 e 

2), TIN2 (TRF1-interacting protein 2), RAP1 (Repressor-Activator protein 1), POT1 

(Protection of Telomeres 1), e TPP1 (TIN2 e POT1 Interacting Factor) (COHEN; 

BLACKBURN, 1998; DMITRIEV et al., 2003; LANGE, DE, 2005; SCHMUTZ; 

LANGE, DE, 2016; WU et al., 2017). Os complexos de capping variam em 

complexidade e composição dependendo do organismo, mas todos possuem a função de 

manutenção da homeostase dos telômeros. 

Devido ao fato da replicação do DNA ser semiconservativa, os cromossomos 

lineares eucariotos perdem uma fração de DNA genômico a cada ciclo de replicação, 
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caracterizando um fenômeno conhecido como “the end replication problem” 

(WATSON, 1972). A presença de regiões repetitivas não codificantes nas extremidades 

cromossômicas evita a perda de material genético codificante durante a replicação 

celular (LANGE, DE, 2009). 

Além disso, os organismos contam com mecanismos que permitem a elongação 

dos telômeros. Na maioria dos casos, os telômeros são elongados pela ação do 

complexo enzimático telomerase. A telomerase possui dois componentes principais, um 

componente proteico e um componente RNA (Telomerase RNA, TER). O componente 

proteico é denominado telomerase reverse transcriptase (TERT), também chamado de 

subunidade catalítica, que funciona como uma enzima especializada, que utiliza uma 

sequência molde contida no componente RNA para adicionar repetições ao terminal 3’-

OH dos telômeros (Figura 3). A telomerase é capaz de adicionar diversas repetições 

teloméricas a um mesmo terminal cromossômico. Este fenômeno recebe o nome de 

processividade na adição de repetições (RAP). 
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Figura 3. O ciclo catalítico da telomerase 

(A). O molde do componente RNA (vermelho) formado por uma região correspondente ao reverso 

complemento de uma repetição telomérica e meia, e o DNA genômico (preto) são posicionados no sítio 

ativo da enzima (amarelo). (B). Parte da sequência contida no molde, correspondente ao reverso 

complemento de uma repetição telomérica, é retrotranscrita e adicionada ao DNA telomérico. (C). A 

adição de nucleotídeos ao terminal 3’-OH dos telômeros pela telomerase é conhecida como adição 

processiva de nucleotídeos (NAP). (D). Ao término da adição de uma repetição, o sítio ativo do TERT se 

dissocia e se transloca, reposicionando o molde do componente RNA na repetição telomérica recém-

formada, reiniciando assim, a adição de uma nova repetição telomérica. Figura retirada de 

BLACKBURN; COLLINS, (2011). 

 

 

A co-expressão dos componentes TERT e TER é suficiente para reconstituir a 

atividade de telomerase "in vitro" (BEATTIE et al., 1998; COLLINS; GANDHI, 1998; 

GIARDINI et al., 2014). No entanto, a regulação da telomerase in vivo requer que 

TERT e TER sejam montados na presença de uma grande quantidade de proteínas 

formando grandes complexos ribonucleoproteicos que compõem a holoenzima ativa; a 

holoenzima deve então conseguir interagir com as repetições teloméricas no final dos 

cromossomos, processo este que requer a remodelação e o auxílio dos complexos 
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capping (HOLT et al., 1999; COLLINS, 2006; WOJTYLA et al., 2011; SCHMUTZ; 

LANGE, DE, 2016; VIVIESCAS et al., 2018). 

Assim, as holoenzimas telomerases dos diferentes organismos são grandes 

complexos ribonucleoproteicos que interagem com uma grande variedade de proteínas 

de forma permanente ou temporária. No entanto, o mecanismo de ação da telomerase é 

conservado evolutivamente, evidenciado pelo fato de que as proteínas envolvidas com a 

homeostase telomérica em diferentes organismos podem ser classificadas em 4 grupos 

principais: as proteínas que interagem com DNA, as proteínas que servem de ponte 

entre a telomerase e o DNA, as proteínas que estabilizam o TER e as proteínas 

acessórias (COLLINS, 2006; VIVIESCAS et al., 2018) (Figura 4).  

As proteínas que interagem diretamente com o DNA telomérico são 

encarregadas de remodelar o telômero para permitir a entrada da holoenzima. Muitas 

destas fazem parte dos complexos de capping e têm-se como exemplos deste grupo as 

proteínas Pot1 em humanos (SCHMIDT; CECH, 2015), Cdc13 em leveduras 

(MALYAVKO et al., 2014) e Teb1 em Tetrahymena thermophila (JIANG et al., 2015).  

As proteínas que formam uma ponte entre as proteínas que interagem com o 

DNA telomérico e o centro catalítico da holoenzima interagem diretamente com os 

componentes dos complexos de capping, assim como com o TERT e são responsáveis 

pela localização da holoenzima nos telômeros. As proteínas p50 em T. thermophila, 

(JIANG et al., 2015), Est1 em levedura (TAGGART et al., 2002; CHAN et al., 2008) e 

Tpp1 em humanos (COHEN; BLACKBURN, 1998; LANGE, DE, 2005) fazem parte 

deste grupo.  

As proteínas que estabilizam o TER são de grande importância já que conferem 

a esta subunidade sua estrutura secundária, que é essencial para a montagem do 
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complexo, assim como evitam a degradação do TER (COLLINS, 2006). O complexo de 

proteínas H/ACA, conformado por Dyskerina, NOP10, NHP2 e GAR1 faz a função de 

estabilizar o TER em humanos (POGACIĆ et al., 2000), mutações em proteínas deste 

grupo estão associadas à doenças degenerativas (MACNEIL et al., 2016).  

As proteínas acessórias, entre as quais cabe destacar um grande número de 

chaperonas dão estabilidade ao complexo durante sua biogênese, são exemplos destas 

chaperonas a HSP90 e sua co-chaperona p23 (VIVIESCAS et al., 2018). 

A Figura 4 apresenta os complexos ribonucleoproteicos das telomerases mais 

estudadas de 3 grupos de organismos: ciliados (T. thermophila), leveduras de 

brotamento (Saccaromyces cerevisiae) e humanos.  

 

Figura 4. Representação esquemática das holoenzimas telomerases em diferentes organismos 

Ilustração dos complexos ribonucleoprotéicos telomerase ativos de três organismos modelo, o ciliado 

Tetrahymena thermophila, O humano e a levedura de brotamento Saccaromyces cerevisiae. Cada um 

destes organismos apresenta proteínas associadas ao telômero próprias, mas cabe destacar que há uma 

conservação geral nos grupos de proteínas que estão presentes nos diferentes complexos e por tanto são 

conservados ao longo da evolução dos eucariotos. Estes grupos de proteínas são: As proteínas que 

estabilizam o TER, as proteínas que interagem com DNA telomérico, as proteínas que servem de ponte 

entre o DNA telomérico e o TERT e as proteínas acessórias. Figura traduzida de (VIVIESCAS et al., 

2018). 
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1.3. Telômeros como alvo terapêutico  

A homeostase telomérica é vital para o bom funcionamento celular em diferentes 

organismos (COLLINS, 2006) e é mantida graças à complexa interação de proteínas 

com ácidos nucleicos e de proteínas entre si, formando complexos de alta ordem nos 

terminais dos cromossomos. A pesquisa de telômeros é primordial em áreas como 

desenvolvimento, senescência celular, envelhecimento dos organismos e câncer 

(ZHANG, 2007).   

Na maioria das células somáticas humanas, a expressão da telomerase se 

encontra desativada, resultando nos processos naturais de senescência celular e 

envelhecimento (BLASCO, 2005). Entretanto, em 80-90% de células tumorais a 

expressão da enzima é reativada, o que implica em uma relação direta entre a atividade 

de telomerase e a ocorrência de câncer, tornando os componentes do complexo 

telomerase alvos terapêuticos potenciais para tratar este tipo de doença (MERGNY et 

al., 2002; PHATAK; BURGER, 2009; SEKARAN et al., 2014; BERARDINELLI et al., 

2017).  

A atividade de telomerase é também fundamental nos organismos unicelulares, 

os quais dependem desta para a proliferação indefinida da população celular. Isto é 

especialmente importante no caso de parasitos protozoários que dependem de uma alta 

atividade proliferativa para poder infectar seus hospedeiros (SILVA, DA et al., 2013; 

DEY; CHAKRABARTI, 2018). Este fato sugere que, indiretamente, a ação da 

telomerase pode ser importante nos processos infecciosos. É sabido que diversos genes 

implicados na evasão do sistema imune em alguns protozoários (ex. Plasmodium sp. e 

Trypanosoma brucei) estão localizados na região subtelomérica e que a inativação da 

telomerase pode levar à perda progressiva dos telômeros (DEY; CHAKRABARTI, 
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2018). Além disso, em células de T. brucei, que não apresentam atividade de 

telomerase, também ocorre a perda de minicromossomos e rearranjos entre os 

cromossomos de tamanho intermediário, principalmente entre aqueles que apresentam 

sítios de expressão subtelomérica transcripcionalmente silenciados (FIGUEIREDO et 

al., 2002; BARRY et al., 2003; DREESEN; CROSS, 2008). Estas duas observações 

indicam que os componentes da biologia telomérica de parasitos protozoários podem ser 

apontados como possíveis alvos terapêuticos no tratamento das doenças ocasionadas por 

estes organismos.  

1.4 Estrutura do complexo telomerase 

Com poucas exceções, os eucariotos mantêm o comprimento dos telômeros 

mediante ação da telomerase, o que sugere que o aparecimento desta enzima acorreu 

precocemente durante a evolução do grupo, provavelmente nos ancestrais dos 

protozoários (AUTEXIER; LUE, 2006; GIARDINI et al., 2014). Entender a estrutura 

dos complexos telomerase e as interações entre seus constituintes é de grande 

importância para se compreender o mecanismo de ação da telomerase, tanto em termos 

gerais, quanto as particularidades de cada organismo.  

As primeiras estruturas dos complexos telomerase foram desvendadas em 2013 e 

correspondem a do ciliado T. thermophila e a humana. Estas estruturas foram obtidas a 

partir da técnica de microscopia eletrônica de partícula única e, possuem baixa 

resolução (~25 Å) (SAUERWALD et al., 2013; JIANG et al., 2013; SANDIN; 

RHODES, 2014). A estrutura da holoenzima de T. thermophila mostra uma molécula de 

TERT interagindo com uma molécula de TER na forma de um monômero, que também 

interage com 6 proteínas acessórias (JIANG et al., 2013). Por sua vez, a estrutura da 

holoenzima humana parecia estar composta por duas moléculas do componente proteico 
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TERT, interagindo com duas moléculas do TER (SAUERWALD et al., 2013), 

sugerindo que o centro catalítico da telomerase em humanos seria um dímero 

(SAUERWALD et al., 2013; JIANG et al., 2013; SANDIN; RHODES, 2014). No 

entanto, dados recentes obtidos por criomicroscopia eletrônica a uma resolução de ~8 Å, 

acerca da estrutura da telomerase humana ligada ao substrato, mostraram um complexo 

formado por dois lóbulos, o primeiro correspondente aos componentes TERT e TER 

que interagem com o DNA telomérico e o segundo correspondente a duas cópias do 

complexo de proteínas H/ACA (dyskerina, NOP10, NHP1 e GAR10), encarregadas de 

estabilizar o componente TER e uma cópia da proteína de localização TCAB1 

(Telomere Cajal Body protein 1) encarregada da localização do complexo telomerase 

nos corpos de cajal em humanos (NGUYEN et al., 2018). Dado que só foi encontrada 

uma molécula de cada componente (TERT e TER) no centro ativo da telomerase, os 

autores concluíram que a telomerase humana se comporta como um monômero e não 

como um dímero. Esta evidência é corroborada por ensaios bioquímicos que mostraram 

que a formação de dímeros na telomerase humana depende do método de purificação e 

se dá por um motivo na região amino-terminal do TERT, que quando removido não 

afeta a atividade enzimática (WU et al., 2015; CHAN et al., 2017; WANG; FEIGON, 

2017).  

Estudos bioquímicos em S. cerevisiae, utilizando as técnicas de 

imunoprecipitação e FISH (Fluorescence in situ hybridization), mostram que o centro 

catalítico nestes organismos também se comporta como monômero (BAJON et al., 

2015). Estes resultados suportam a hipótese atualmente aceita de que a telomerase atua 

como um monômero, e que este mecanismo é conservado de ciliados até humanos 

(BAJON et al., 2015; WU et al., 2015; WANG; FEIGON, 2017; NGUYEN et al., 

2018). 
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O pequeno tamanho das proteínas teloméricas de T. thermophila comparado aos 

outros organismos, sua alta atividade de telomerase (GREIDER; BLACKBURN, 1985) 

e o fato que o complexo telomerase, junto com todas as proteínas acessórias, é montado 

de modo constitutivo (JIANG et al., 2013), tem facilitado o desenvolvimento de uma 

grande quantidade de estudos estruturais dos componentes da telomerase neste 

organismo (JIANG et al., 2013, 2015; CHAN et al., 2017; WANG, FEIGON, 2017). 

Por essa razão, a telomerase de T. thermophila é a mais conhecida atualmente, tanto em 

termos estruturais, quanto de interações entre os componentes do complexo. A estrutura 

da holoenzima telomerase de T. thermophila, juntamente com as outras nove proteínas 

que formam parte do complexo e o componente RNA (TER) foi resolvida em 2015, 

utilizando-se a técnica de criomicroscopia eletrônica, com uma resolução de 9 Å 

(JIANG et al., 2015). Esta estrutura mostra a interação do componente proteico TERT 

com o TER e, com o DNA telomérico, assim como a interação com complexos 

proteicos acessórios homólogos aos reportados em humanos e levedura, sugerindo um 

mecanismo de ação comum entre o complexo telomerase de diferentes organismos 

(Figura 4).  

1.4.1. TERT, o componente proteico da telomerase 

As telomerases se assemelham às transcriptases reversas clássicas na sua 

capacidade de sintetizar DNA a partir de RNA, contudo, a presença de um componente 

RNA intrínseco dentro do complexo, que contém o molde que gera as repetições 

teloméricas, é uma característica exclusiva das telomerases (AUTEXIER; LUE, 2006; 

LEWIS; WUTTKE, 2012). Consequentemente, elas apresentam características 

estruturais e funcionais conservadas com as transcriptases reversas clássicas, mas 

também características estruturais e funcionais próprias (AUTEXIER; LUE, 2006). 
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Em termos estruturais, os TERT canônicos contêm quatro domínios principais 

(Figura 5A). Os domínios da região amino-terminal, TEN (Telomerase Essential N- 

terminal) e TRB (Telomerase RNA-Binding) são regiões exclusivas das telomerases 

(JACOBS et al., 2006; ROUDA; SKORDALAKES, 2007) e funcionalmente são 

fundamentais na interação com ácidos nucleicos (DNA genômico/TER) e com outras 

proteínas do complexo telomerase (XIA et al., 2000; ARMBRUSTER et al., 2001; 

HUANG et al., 2014; JANSSON et al., 2015; JIANG et al., 2015). Os domínios da 

região carboxi-terminal, RT (Reverse Transcriptase) e CTE (C-Terminal Extention), são 

estruturalmente similares aos das transcriptases reversas canônicas e funcionalmente 

estão associados com a catálise enzimática. O domínio RT compartilha uma alta 

conservação estrutural com as transcriptases reversas clássicas e forma as regiões 

estruturais da proteína conhecidas como os “dedos” (finger) e a “palma da mão” (palm) 

(LINGNER; CECH, 1996; LINGNER et al., 1997; PENG et al., 2001; BANIK et al., 

2002; GILLIS et al., 2008); enquanto o domínio CTE, que representa o “polegar” 

(thumb), é uma região menos conservada, que também tem importância na atividade 

enzimática (Figura 5B) (GIARDINI et al., 2006; HOFFMAN et al., 2017). Algumas 

exceções à estruturas canônicas são encontradas nos TERT de alguns insetos, os quais 

não possuem o domínio TEN, e nos de alguns nematoídes, cujos TERTs são muito 

pequenos e não parecem possuir o domínio TEN, nem o domínio CTE (WYATT et al., 

2010). 

Grande parte do conhecimento sobre a estrutura dos TERT já descritos se deve a 

duas estruturas cristalográficas obtidas do TERT de Tribolium castaneum, o besouro da 

farinha. Uma dessas estruturas foi obtida na ausência de ácidos nucleicos (GILLIS et al., 

2008) (PDB ID 3DU5, resolução 2.71 Å) (Figura 5B), e mostra um complexo em forma 

de anel contendo os domínios TRB, RT e CTE. Esta conformação anelar parece ser 
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mantida por interações não covalentes entre os domínios TRB e CTE. No interior do 

anel, se forma uma cavidade capaz de acomodar um híbrido RNA/DNA dupla fita de 

aproximadamente 8 nucleotídeos de comprimento, que corresponde à região do molde 

no TER em T. casteneum e ao 3’ G-overhang da fita telomérica rica em guaninas 

(GILLIS et al., 2008; MITCHELL et al., 2010; WYATT et al., 2010). A outra estrutura 

cristalográfica foi obtida a partir do complexo da proteína e um híbrido DNA/RNA 

sintético (MITCHELL et al., 2010) (PDB ID 3KYL, resolução 2.7-Å) e mostra que o 

híbrido RNA/DNA interage com resíduos dos três domínios que formam o anel 

(GILLIS et al., 2008; MITCHELL et al., 2010) (Figura 5C).  
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Figura 5. Esquema estrutural das telomerases 

(A) Estrutura primária do TERT humano, utilizada como exemplo para mostrar os 4 domínios estruturais 

presentes nos TERTs canônicos, TEN, em azul; Linker, em cinza; TRB, em rosa; RT em verde e CTE em 

amarelo e os motivos funcionais de cada domínio, denotados acima de cada um deles. Figura adaptada de 

CHAN et al, 2017 (B) Destaque para o arranjo dos motivos do domínio RT como parte de uma mão. Esta 

organização é característica de transcriptases reversas canônicas e componentes TERT de diferentes 

organismos. (C) Representação em cartoon da estrutura cristalográfica da telomerase de T. castaneum, 

mostrando a configuração em anel, formada pelos três domínios estruturais da proteína. Os domínios 

TRB em marrom, RT em azul, destacando os subdomínios que formam os dedos (azul claro) e a palma 

(azul escuro), e o CTE em verde. A configuração em anel é devida a interações não covalentes entre os 

domínios TRB e CTE. Na cavidade do anel, se acomoda um híbrido de ácidos nucleicos compostos pela 

região do molde no TER (roxo) e o DNA telomérico simples fita (amarelo). As representações da proteína 

em cartoon foram geradas com o programa PyMol a partir da estrutura cristalográfica da telomerase de T. 

castaneum (PDB: 3DU5 e 3KLY) (GILLIS et al., 2008; MITCHELL et al., 2010). 
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O TERT de T. castaneum não apresenta o domínio TEN, por isso, até 2015, a 

localização deste domínio em relação aos três domínios que formam o anel era 

desconhecida. Esta pergunta foi respondida graças à resolução da estrutura da 

holoenzima de T. thermophila por microscopia crio-eletrônica (JIANG et al., 2015), que 

permitiu mapear o domínio TEN na estrutura do TERT, mostrando que o domínio TEN 

se localiza próximo ao domínio CTE e, interage tanto com o DNA telomérico, quanto 

com os complexos proteicos que se associam ao 3’G-overhang (JIANG et al., 2015) 

(Figura 6A). 

1.4.1.1 Domínios da região amino-terminal do TERT (TEN e TRB) 

A importância de regiões conservadas na região amino-terminal do TERT foi 

primeiramente mostrada em leveduras de brotamento pela indução de mutações em 

aminoácidos conservados nestas regiões. Foi observado que algumas mutações 

incapacitavam a levedura de manter o tamanho dos telômeros, porém nem sempre 

aboliam a atividade enzimática da telomerase ou sua processividade (FRIEDMAN; 

CECH, 1999; XIA et al., 2000; BOSOY et al., 2003). Também foi mostrado que a 

redução no tamanho dos telômeros estava, na maioria dos casos, relacionada com uma 

incapacidade de associação entre os componentes TERT e TER, sugerindo que estes 

mutantes eram defeituosos na montagem do complexo ribonucleoproteico e não na 

atividade catalítica (BOSOY et al., 2003).  

O domínio TEN é o domínio menos conservado tanto em sequência de 

aminoácidos quanto em estrutura terciária. Porém, sua presença é indispensável para a 

atividade de telomerase em humanos, S. cerevisiae e T. thermophila (FRIEDMAN; 

CECH, 1999; BRYAN et al., 2000; ARMBRUSTER et al., 2001; LAI et al., 2001), pois 

está envolvido com o reconhecimento do DNA telomérico como substrato e na 

processividade da adição das repetições teloméricas (MORIARTY et al., 2004; 
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WYATT et al., 2010). O domínio TEN parece servir como uma âncora que auxilia na 

estabilização do DNA telomérico fora da estrutura anelar e permite sua acomodação no 

sítio catalítico (WYATT et al., 2010; JIANG et al., 2015). Isto aumenta a 

processividade da enzima, já que evita que a associação entre o DNA telomérico e o 

TERT seja perdida durante a translocação (Figura 3). O domínio TEN in vivo também 

apresenta a função de interação com proteínas que servem de ponte com o 3’ G-

overhang. Esta interação é fundamental para o recrutamento da telomerase  para os 

telômeros e na biogênese do complexo ribonucleoproteico (JIANG et al., 2015; CHAN 

et al., 2017).  

De modo interessante, a telomerase de T. castaneum é funcional e processiva, 

apesar de carecer do domínio TEN (MITCHELL et al., 2010). Atualmente, existem duas 

hipóteses para explicar este fato: a primeira é a de que neste organismo outras partes da 

enzima sejam suficientes para manter a interação com o DNA telomérico (MITCHELL 

et al., 2010); a segunda é a de que existe uma outra proteína ainda desconhecida e que 

não está ligada covalentemente ao complexo, que exerce a função atribuída ao domínio 

TEN em outros organismos (MASON et al., 2011). Esta segunda hipótese é suportada 

por experimentos que mostram que a ação de telomerase em humanos pode ser 

reconstituída pela expressão conjunta de dois fragmentos independentes do TERT 

humano, um correspondente a uma versão truncada do TERT, carente de domínio TEN, 

e o segundo correspondendo ao domínio TEN isolado (ROBART; COLLINS, 2011). 

Estes resultados mostram que, embora todos os domínios sejam necessários para se ter 

atividade de telomerase, a ligação covalente entre o domínio TEN e os domínios que 

conformam o anel não é indispensável.  

 Atualmente, existem duas estruturas tridimensionais disponíveis do domínio 

TEN, a do ciliado T. thermophila (JACOBS et al., 2006) (PDB ID: 2B2A, resolução 
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2.22Å) e a da levedura Ogataea polymorpha (POLSHAKOV et al., 2016) (PDB ID: 

5LGF) (Figura 6B-C). A estrutura do domínio TEN de T. thermophila foi resolvida por 

cristalografia de raios x e apresenta uma organização estrutural com alternância de 

hélices-α e folhas-β (JACOBS et al., 2006) (Figura 6B). Já a estrutura do domínio TEN 

de O. polymorpha foi resolvida por ressonância magnética nuclear (NMR) (PDB ID: 

5LGF) (POLSHAKOV et al., 2016) e apresenta uma grande quantidade de hélices-α e 

de regiões desenoveladas, não apresentando similaridade estrutural com a estrutura de 

T. thermophila. Estes dados evidenciam a baixa conservação estrutural deste domínio 

(Figura 6C). 
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Figura 6. Representação estrutural do domínio TEN do TERT 

(A) Representação em cartoon do TERT de T. thermophila mostrando a localização do domínio TEN em 

relação aos três domínios que constitutem a conformação anelar. Figura retirada de JIANG et al. 2015. 

(B) Estrutura cristalográfica do domínio TEN de T. thermophila (JACOBS et al., 2006) PDB: 2B2A. As 

hélices-α são mostradas em vermelho, as folhas-β em amarelo e os loops e elementos desordenados em 

verde. Este domínio está principalmente conformado por hélices-α e folhas-β. (C) Estrutura representativa 

do domínio TEN de O. polymorpha ressolvida por NMR PDB:5LGF (POLSHAKOV et al., 2016). O 

código de cores é o mesmo do que para T. thermophila. esta estrutura está formada principalmente por 

hélices-α e apresenta uma grande quantidade de regiões desordenadas. As representações em cartoon 

foram geradas com o programa PyMol. 

 

Entre o domínio TEN e o domínio TRB há uma região chamada “linker” (Figura 

5A). Esta região é intrinsecamente desenovelada, apresenta uma conservação muito 

baixa de estrutura primária entre os eucariotos e seu tamanho varia entre 20 e 500 

aminoácidos. A sua função parece ser a de conferir flexibilidade ao domínio TEN em 
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relação ao restante da proteína (XIA et al., 2000; MORIARTY et al., 2004; 

AUTEXIER; LUE, 2006; JIANG et al., 2015). Esta flexibilidade parece ser relevante 

para a ligação e estabilização de ácidos nucleicos, e também, para permitir a correta 

localização do domínio TEN dentro do complexo enzimático (LEWIS; WUTTKE, 

2012; JIANG et al., 2015). Em ciliados, próximo à região do linker encontra-se o 

motivo CP2 (JANSSON et al., 2015), cujo homólogo em mamíferos é o motivo TFLY 

(HARKISHEIMER et al., 2013). Ambos têm importância funcional e estão envolvidos 

na interação com o TER e a montagem do complexo telomerase (HARKISHEIMER et 

al., 2013; JANSSON et al., 2015). 

O domínio TRB dos TERTs é estruturalmente conservado nos eucariotos 

(ROUDA; SKORDALAKES, 2007; RICE; SKORDALAKES, 2016). Ele apresenta três 

motivos, CP, QFP e T, que interagem com regiões conservadas dentro do componente 

TER, envolvidas com o início da replicação telomérica e a delimitação do limite do 

molde (XIA et al., 2000; AUTEXIER; LUE, 2006; WYATT et al., 2010; JANSSON et 

al., 2015).  

Existem diversas estruturas cristalográficas do domínio TRB de diferentes 

organismos (ROUDA; SKORDALAKES, 2007; GILLIS et al., 2008; 

HARKISHEIMER et al., 2013; JANSSON et al., 2015) (PDB IDs: 2R4G, resolução 

1.71 Å;  4LMO, resolução 2,37 Å; 4O26, resolução 3,0 Å; 5C9H, resolução 3,0 Å). 

Todas mostram uma boa conservação estrutural geral, com um grande conteúdo de 

hélices-α (aproximadamente 10) e 2 folhas-β curtas (ROUDA; SKORDALAKES, 2007) 

(Figura 7). 

O motivo T tem a conformação de um β-hairpin e é altamente conservado. O 

motivo CP, que é menos conservado, é constituído por duas hélices-α. Juntos, estes 
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motivos formam duas cavidades com aminoácidos conservados expostos ao solvente 

(ROUDA; SKORDALAKES, 2007). A região TBE (template boundary element) do 

componente RNA interage com estes dois motivos, posicionando-se para o início da 

replicação telomérica (JANSSON et al., 2015). Acredita-se que esta interação limita a 

quantidade de nucleotídeos do TER que têm acesso ao sítio ativo do TERT, garantindo 

assim, que só a região do molde seja copiada durante a síntese do DNA telomérico 

(CHEN; GREIDER, 2003; JANSSON et al., 2015). 
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Figura 7. Representação estrutural do domínio TRB do TERT 

 (A) Representação em cartoon da estrutura cristalográfica do domínio TRB de Takifugu rubripes 

(HARKISHEIMER et al., 2013) (PDB: 4LMO) os dois motivos principais, estão destacados, T em 

amarelo e CP em azul. (B) representação em cartoon da estrutura cristalográfica do domínio TRB de T. 

thermophila (ROUDA; SKORDALAKES, 2007) (PDB: 2R4G) os dois motivos principais, estão 

destacados, T em amarelo e CP em azul. O domínio TRB nos dois organismos mostra uma organização 

estrutural similar, com uma estrutura rica em hélices-α e o β-hairpin característico que forma o motivo T. 

As representações das proteínas foram geradas com o programa PyMol. 
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1.4.1.2 Domínios da região carboxi-terminal do TERT (RT e CTE) 

Os domínios catalíticos da região carboxi-terminal e mais especificamente, o 

domínio RT das telomerases de S. cereviciae e Euplotes aediculatus (LINGNER; 

CECH, 1996; LINGNER et al., 1997), foram os primeiros a serem descritos, devido à 

conservação de motivos compartilhados com transcriptases reversas não teloméricas 

(PENG et al., 2001; WYATT et al., 2010). Estudos bioquímicos e utilizando 

mutagênese sítio-dirigida mostram que neste domínio existem motivos de grande 

importância para a atividade catalítica da telomerase (WEINRICH et al., 1997; 

LINGNER et al., 1997).  

O domínio RT apresenta sete motivos conservados, presentes também em 

transcriptases reversas canônicas. São eles os motivos 1, 2, A, B’, C, D e (Figura 5A). 

Como mencionado anteriormente, esses motivos formam as regiões estruturais 

conhecidas como palma (palm) e os dedos da mão (fingers) (Figura 5B) (PENG et al., 

2001). Mais recentemente, foram descritos dois motivos adicionais nos TERT, o motivo 

3, presente entre os motivos 2 e A, que é importante para a velocidade de adição de 

nucleotídeos e a processividade da enzima (XIE et al., 2010; LEWIS; WUTTKE, 2012) 

e uma inserção entre os motivos A e B’ que formam o motivo IFD, que tem importância 

na interação com proteínas que estabilizam o complexo (WYATT et al., 2010; DEY; 

CHAKRABARTI, 2018). O motivo IFD do TERT de T. thermophila parece interagir 

com a proteína acessória p50 e o domínio TEN cumprindo algum papel no recrutamento 

do TERT ao DNA telomérico (CHAN et al., 2017). 

A única estrutura cristalográfica disponível do domínio RT é a do TERT de 

Tribolium castaneum (GILLIS et al., 2008) (PDB ID 3DU5, resolução 2.71 Å) (Figura 

8A), composto por uma mistura de hélices-α e folhas-β, formando os dois subdomínios 

estruturais, dedos e palma. A estrutura de T. castaneum compartilha alta conservação 
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estrutural com outras transcriptases reversas, como a do HIV (Vírus da 

Imunodeficiência Humana) (Figura 8B) (GILLIS et al., 2008; WANG; FEIGON, 2017). 

A estrutura cristalográfica do TERT de T. castaneum associada a um híbrido 

DNA/RNA, mostra que os mecanismos de associação do RT com ácidos nucléicos e o 

sítio catalítico do TERT são muito similares à transcriptase reversa do vírus HIV 

(MITCHELL et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representação estrutural domínio RT  

(A)Representação em cartoon do domínio RT do TERT de T. castaneum (GILLIS et al., 2008) PDB: 

3DU5. As hélices-α estão mostradas em azul, as folhas-β em magenta e os loops e elementos 

desordenados em rosa. (B). Representação em cartoon do domínio RT da transcriptase reversa do vírus 

HIV (SARAFIANOS et al., 2001) PDB: 1HYS. O código de cores é o mesmo do usado para T. 

castaneum. Há uma conservação estrutural notória entre as duas estruturas, evidenciando que o domínio 

catalítico do TERT é muito sumilar às transcriptases reversas canônicas. As representações das proteínas 

foram geradas com o programa PyMol. 
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Já o domínio CTE, apresenta um menor grau de conservação de sua estrutura 

primária, comparado aos domínios TRB e RT. O CTE está ausente no TERT de 

Caenorhabditis elegans e de outros nematóides, sugerindo que suas funções podem 

variar de acordo com a espécie (WYATT et al., 2010). Em termos gerais, o CTE 

compõe a região estrutural conhecida como polegar da mão (thumb), e sua presença é 

importante para a atividade de telomerase em T. thermophila e humanos, no entanto, 

parece ser dispensável em leveduras  (LINGNER et al., 1997; BANIK et al., 2002; 

HUARD et al., 2003). Tem sido sugerido que ele está envolvido com a processividade e 

localização da enzima, mas não é indispensável para a adição de nucleotídeos (WYATT 

et al., 2010; MASON et al., 2011).  

A estrutura cristalográfica do domínio CTE do TERT de humanos foi 

recentemente resolvida (HOFFMAN et al., 2017) PDB: 5UGW, resolução 2,31Å 

(Figura 9A), mostrando conservação estrutural quando comparado com o CTE do 

TERT de T. castaneum (Figura 9B). Este domínio contém uma estrutura rica em 

hélices-α com loops expostos ao substrato, que parecem ajudar na estabilização do 

híbrido DNA/RNA e, no posicionamento do DNA telomérico no sítio catalítico. 

(WYATT et al., 2010). O domínio CTE também tem importância farmacológica, uma 

vez que é nele que está contido o motivo FVYL, considerado o sítio de interação do 

fármaco BIBR1532, inibidor específico, não-nucleosídico, da atividade de telomerase 

em humanos (BRYAN et al., 2015; HOFFMAN et al., 2017). 
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Figura 9. Representação estrutural do domínio CTE  

(A) representação em cartoon do domínio CTE do TERT humano (HOFFMAN et al., 2017) (PDB: 

5UGW). (B) superposição de carbonos α entre o domínio CTE de humano (azul) e o domínio CTE de T. 

castaneum (amarelo) (GILLIS et al., 2008) (PDB ID: 3DU5) mostrando que há uma boa superposição 

entre os dois domínios, mostrando conservação estrutural entre os TERTs das duas espécies. As 

representações da proteína em cartoon foram geradas com o programa PyMol. 

 

1.4.2 O componente RNA (TER) da telomerase 

O RNA da telomerase (TER) é um longo RNA não codificador (lncRNA), 

indispensável para o funcionamento do complexo ribonucleoproteico (LIN et al., 2004). 

O componente TER é pouco conservado, apresentando variações tanto em sequência 

primária, quanto em tamanho, quando comparado entre os diferentes organismos. No 

entanto, todos os TER descritos têm elementos com estrutura secundária conservada, o 

que lhes permite realizar funções similares e interagir com motivos conservados entre os 
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TERT (MUSGROVE et al., 2018) (Figura 10). As regiões conservadas do TER 

interagem principalmente com resíduos conservados dentro do domínio TRB (LUE, 

2004; MITCHELL et al., 2010; HUANG et al., 2014; JANSSON et al., 2015). Estudos 

mutacionais realizados com o TER em diferentes organismos mostraram que a 

substituição de nucleotídeos específicos, especialmente naqueles que alteram a estrutura 

secundária de segmentos conservados na molécula de RNA, são capazes de abolir a 

interação entre TER e TERT, resultando no encurtamento dos telômeros (LIN et al., 

2004). Entre os componentes estruturais conservados do TER, está o elemento TBE, 

encontrado na porção 5’ da molécula de RNA (LAI et al., 2001). O TBE interage com 

os motivos T e CP do domínio TRB da maioria dos TERT, e em grupos específicos com 

o domínio CP2 em ciliados e TFRY em vertebrados (HARKISHEIMER et al., 2013; 

JANSSON et al., 2015). Esta interação é importante para o início da síntese das 

repetições teloméricas e para a definição dos limites da sequência molde. A estrutura 

tridimensional do TBE de T. thermophila foi resolvida por NMR (PDB ID: 2M22). 

Também está disponível a estrutura cristalográfica do complexo TRBD/TBE (PDB ID: 

5C9H, resolução 3,0 Å) de T. thermophila (RICHARDS et al., 2006; JANSSON et al., 

2015).  

Uma segunda região conservada e presente em todos os TERs é a região do molde 

(Figura 10), que consiste na sequência reversa complementar da repetição telomérica, 

com tamanho aproximado de uma repetição e meia (LUE, 2004). O molde se acomoda 

na cavidade do anel dos TERT, em contato íntimo com os motivos da palma no domínio 

RT (GILLIS et al., 2008; MITCHELL et al., 2010).  

Já a região de peseudoknot (AUTEXIER; LUE, 2006; SANDIN; RHODES, 2014) 

embora não esteja presente em todos os TER descritos, é indispensável para atividade 

de telomerase in vitro e in vivo (Figura 10), dada sua importância na montagem do 
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complexo catalítico. As estruturas dos pseudoknots de diferentes organismos têm sido 

resolvidas por NMR e todas mostraram uma conservação estrutural geral (LEEPER et 

al., 2003; THEIMER et al., 2005; KIM et al., 2008; CASH; FEIGON, 2017).  

Finalmente, o elemento Stem terminus, que em mamíferos recebe o nome de motivo 

CR4/5 e em T. thermophila é chamado de Stem loop IV (Figura 10), interage 

especificamente com domínio TRB e sua estrutura é importante para que esta interação 

ocorra (COLLINS et al., 2006; HUANG et al., 2014). Por conseguinte, os elementos 

conservados do TER são fundamentais para a atividade e processividade enzimática da 

telomerase (LUE, 2004; CHEN; GREIDER, 2004).  

 

Figura 10. Elementos estruturais conservados do componente TER de diferentes grupos de 

organismos 

Estruturas secundárias representativas dos TER de ciliados, vertebrados e leveduras. É possível se 

observar a diferença em tamanho e organização em cada um dos grupos, assim como a conservação de 

alguns elementos. As regiões conservadas estão destacadas, o molde para a sequência telomérica em 

amarelo, o pseudonkot em azul, o elemento stem terminus em verde e o TBE em vermelho. Figura 

traduzida de (MUSGROVE et al., 2018)   
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1.5 Telômeros de Leishmania sp.  

A sequência telomérica repetitiva nos finais dos cromossomos dos parasitos do 

gênero Leishmania é a mesma dos telômeros de vertebrados, 5'-TTAGGG-3', e eles 

apresentam atividade de telomerase comprovada (CANO et al., 1999; GIARDINI et al., 

2011). As regiões subteloméricas de Leishmania são formadas principalmente por 

repetições de aproximadamente 100 pb (pares de base) conhecidas como LCTAS 

(Leishmania conserved telomere associated sequences) que variam em tamanho, 

mesmo em cromossomos da mesma espécie (FU; BARKER, 1998; CONTE; CANO, 

2005). 

1.5.1 Complexo telomérico de Leishmania sp.  

Estudos realizados em L. amazonensis permitiram caracterizar diversos 

componentes do complexo telomérico de Leishmania, principalmente proteínas que se 

associam aos telômeros. As proteínas LaRbp38, LaRPA-1 e LCALa foram identificadas 

interagindo com o DNA telomérico simples-fita e possivelmente com o componente 

TERT de L. amazonensis (LaTERT), uma vez que todos foram isolados a partir de 

extratos proteicos semi-purificados que apresentavam atividade de telomerase 

(FERNÁNDEZ et al., 2004; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; MOREA et al., 2017). 

Estas proteínas parecem ser homólogos funcionais das proteínas CDC13 de leveduras e 

POT1 de outros eucariotos, já que nos genomas dos Tripanosomatídeos não existem 

ortólogos para as mesmas (PAVANI et al., 2014). As proteínas LaTBP1, LaRbp38 e 

LaTRF reconhecem regiões teloméricas dupla fita e com exceção de LaRbp38 

(FERNANDES et al. em prepração), compartilham semelhanças estruturais e funcionais 

com proteínas teloméricas descritas em outros eucariotos (ex: RAP1, TRF1 e TRF2) 

(LIRA; GIARDINI; et al., 2007; LIRA; SIQUEIRA NETO; et al., 2007). Um homólogo 

putativo da proteína PinX1, um inibidor natural da telomerase em humanos e leveduras 
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(GUGLIELMI; WERNER, 2002; LIN; BLACKBURN, 2004), foi encontrado no 

genoma de L. major. Atualmente estudos estão sendo realizados com esta proteína para 

verificar se em Leishmania, de forma semelhante ao que acontece em outros 

organismos, PinX1 atua como um inibidor natural da atividade de telomerase. Uma 

visão geral da estrutura telomérica conhecida atualmente dos parasitos do gênero 

Leishmania é apesentada na Figura 11.  

 

 
Figura 11. Panorama atual da composição da cromatina telomérica de Leishmania sp. 

O telômero está formado por regiões subteloméricas (LCTAS), uma região dupla fita e uma protrusão 

simples fita 3’G-overhang. As proteínas LTBP-1, LTRF e LRbp38 interagem com o DNA dupla fita, as 

proteínas LRbp38, LRPA-1 e LCALa interagem com o DNA simples fita. As interações proteicas afetam 

a interação do complexo TERT-TER com os telômeros. Uma proteína putativa homóloga a PinX1, que 

pode atuar como um inibidor natural do complexo telomerase, está sendo caracterizada. Imagem 

atualizada a partir de (SILVA, DA et al., 2013). 

 

1.5.2 Características do complexo telomerase em Leishmania sp. 

A atividade de telomerase foi detectada a partir de extratos purificados de 

formas promastigotas de L. tarentolae e L. major. A processividade da telomerase de 

Leishmania sp. é baixa em comparação com a telomerase de ciliados e de T. brucei, mas 

preenche todos os critérios bioquímicos essenciais apresentados pelas telomerases 

canônicas (CANO et al., 1999).  

Posteriormente, extratos proteicos de L. amazonensis com atividade de 

telomerase foram parcialmente purificados por fracionamento em colunas 
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cromatográficas complementares e por afinidade ao DNA telomérico. (GIARDINI et 

al., 2011).  

O componente TERT foi clonado e caracterizado em quatro espécies diferentes 

de Leishmania (GIARDINI et al., 2006). Os TERT de Leishmania e de outros 

Tripanosomatídeos são uns dos maiores já descritos, possuindo peso molecular de 

aproximadamente 156 kDa, e apresentam os mesmos domínios estruturais e funcionais 

compartilhados com TERT de outros organismos (Figura 5A), além de substituições em 

resíduos de aminoácidos espécie-específicos (GIARDINI et al., 2006; LIRA; 

GIARDINI; et al., 2007). Os TERT das diferentes espécies de Leishmania sp. mostram 

uma alta conservação dentro do gênero, mas suas estruturas primárias são pouco 

conservadas quando comparadas aos TERT de outros organismos, incluindo os do 

gênero Trypanosoma (GIARDINI et al., 2006). Apesar da importância desses estudos, 

eles não aprofundaram o conhecimento sobre as características estruturais do 

componente TERT de Leishmania sp. 

Recentemente, os componentes TER de L. amazonensis e L. major (LeishTER) 

foram caracterizados como RNAs longos não codificadores de aproximadamente 2.100 

nucleotídeos, possivelmente uns dos maiores componentes RNA da telomerase 

descritos até o momento. A predição de estrutura secundária de LeishTER mostra que a 

região do molde está localizada no terminal 5´ do RNA, contém 12nt, e é conservada 

dentro do gênero Leishmania (Figura 12), compartilhando também alta similaridade 

com a sequência do molde do TER de T. brucei (SANDHU et al., 2013; GUPTA et al., 

2013). Outras regiões próprias do TER de ciliados, como o domínio TBE e o Box C/D 

snoRNA (pequeno RNA nucleolar), também foram descritas no componente TER de 

Leishmania (VASCONCELOS et al., 2014), sugerindo que ao menos estruturalmente 

ele compartilha domínios estruturais importantes com outros protozoários.  
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Figura 12. Predição da estrutura secundaria de TER em L. major  

Na predição parcial da estrutura secundária se destaca o elemento TBE e o motivo característico 

CCGUCA (vermelho) assim como a sequência do molde da repetição telomérica (verde) (Figura retirada 

de (VASCONCELOS et al., 2014)). 
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2. OBJETIVOS 

  

 Objetivo geral: Caracterizar estruturalmente o componente TERT da telomerase 

de L. major.  

 

 Objetivos específicos: 

• Predizer estruturas terciárias para os diferentes domínios do componente TERT 

de L. major e realizar estudos estruturais comparativos com as estruturas 

cristalográficas disponíveis dos TERT de outros organismos eucariotos. 

• Expressar os domínios da telomerase em sistema heterólogo e estabelecer 

protocolos de purificação. 

• Caracterizar por métodos bioquímicos e biofísicos os domínios purificados para 

confirmar experimentalmente os resultados obtidos pelas técnicas de 

bioinformática.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Alinhamento de sequências e predição da estrutura secundária 

Os alinhamentos múltiplos entre as sequências de aminoácidos dos TERT foram 

realizados utilizando a ferramenta Multiple Sequence Comparison by Log - Expectation 

(MUSCLE) da EMBL-EBI (EDGAR, 2004; MCWILLIAM et al., 2013) com o intuito 

de se compararem as sequências de diferentes organismos e mapear os domínios e 

motivos estruturais. As predições de estrutura secundária foram realizadas utilizando-se 

a ferramenta GOR V (SEN et al., 2005) a partir das sequências de aminoácidos dos 

TERT de diferentes espécies.  

3.2 Modelagem molecular e simulações de dinâmica molecular 

As modelagens moleculares foram realizadas baseadas em métodos de 

threading, que permitem analisar a estrutura de proteínas não homologas e cuja 

estrutura não tenha sido resolvida, mas que compartilham enovelamento e estrutura 

terciária similares às proteínas de estrutura conhecida. Estas análise de threading foram 

realizadas a partir das estruturas cristalográficas de domínios isolados ou do TERT de 

diferentes organismos, utilizando o programa Phyre2 (KELLEY et al., 2015) disponível 

no servidor Imperial College, Londres, Inglaterra 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).  

O domínio TRB do TERT de L. major foi modelado a partir do domínio TRB do 

TERT de Takifugu rubripes (Score: 197,5; E value =1,4 e-30; Identidade: 26%; PDB ID 

4MLO) (HARKISHEIMER et al., 2013) e do TERT completo de Tribolium castaneum 

(Score: 188,17; E value =5,7 e-29; Identidade: 15%; PDB ID 3DU5) (GILLIS et al., 

2008). 



 

38 

A predição estrutural da região contendo os domínios TRB, RT e CTE do TERT 

de L. major foi obtida a partir da estrutura completa do TERT de Tribolium castaneum 

(Score: 725,82; E value =0; Identidade: 18%; PDB ID 3DU5) (GILLIS et al., 2008). 

Os modelos gerados in silico foram submetidos a simulações de dinâmica 

molecular para minimizar sua energia livre, o utilizando GROMACS v.4.5.3 (SPOEL, 

VAN DER et al., 2005) (Groningen Machine for Chemical Simulation) e o campo de 

força GROMOS 96 53 a 6 (CHRISTEN et al., 2005), ajustando-se o pH do sistema para 

7,0, a temperatura para 298 K e a pressão para 1,0 bar. A configuração inicial do 

sistema foi gerada após dois processos de minimização de energia utilizando um 

algoritmo do tipo steepest descent, sendo o primeiro deles realizado com todos os 

átomos da proteína congelados e o segundo com restrição de posicionamento dos 

átomos da cadeia principal. Na etapa seguinte, 200 ps de dinâmica molecular foram 

calculados com restrição de posicionamento dos átomos da cadeia principal da proteína 

(método PRMD). Para induzir a dinâmica molecular de energia dos modelos obtidos, 

foram utilizados mais 100-150 nanosegundos. 

3.3 Docking Molecular 

Foram realizados protocolos computacionais para se avaliar a interação entre o 

modelo in silico da estrutura terciária do domínio TRB e o elemento TBE extraído da 

estrutura cristalográfica do domínio TRB complexada ao TBE de T. Thermophila (PDB 

5C9H). Para isto, foi utilizado o programa HADDOCK (DOMINGUEZ et al., 2003). 

Brevemente, este programa utiliza um protocolo de docking que consiste em três 

estágios. O primeiro estágio consiste na randomização das orientações entre as 

moléculas envolvidas no docking, aonde cada uma é randomicamente rotacionada ao 

redor do seu centro de massa, seguida de uma minimização de energia de corpo rígido. 
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Neste estágio inicial, são gerados tipicamente 1000 complexos e as 200 melhores 

soluções em termos de energia intramolecular passam ao estágio seguinte. O segundo 

estágio consiste em três refinamento de simulated annealing, sendo que no primeiro 

deles, ambas as moléculas são consideradas como corpos rígidos com refinamento de 

suas orientações; no segundo, as cadeias laterais da interface entre as moléculas ganham 

liberdade rotacional e no terceiro refinamento, elas ganham liberdade para que façam 

maiores rearranjos estruturais. No terceiro estágio, ocorre uma série de refinamentos de 

dinâmica molecular no espaço cartesiano na presença de solventes explícitos. As 

estruturas finais são agrupadas (“clusterizadas”) baseadas nos valores de desvio 

quadrático médio (root mean square deviation; r.m.s.d) entre os Cα das estruturas. 

Um cluster contém estruturas que possuem um r.m.s.d. menor que 1,0 Å dos Cα dos 

resíduos presentes na interface. Os clusters resultantes são ranqueados baseados na 

pontuação HADDOCK (HADDOCK score) que sumariza os diferentes valores 

energéticos, com maior peso para os valores de energia de interação eletrostática, de 

interações de van der Waals, de restrições de distância e para a superfície de área 

enterrada (DOMINGUEZ et al., 2003).  

3.4 Estudos filogenéticos 

Para os estudos filogenéticos do TERT de L. major, sequências homólogas a esta 

proteína descritas em outros eucariotos foram selecionadas através da ferramenta 

BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). As sequências selecionadas foram alinhadas 

utilizando o programa MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log- 

Expectation). A partir do alinhamento final foi construída uma árvore filogenética 

utilizando inferência bayesiana pelo programa MrBayes v.3.1.1 (HUELSENBECK; 

RONQUIST, 2001). Duas cadeias de Markov-Monte Carlo de 500.000 gerações foram 

calculadas em quatro cadeias progressivas com trocas entre si, com um valor de fator de 



 

40 

temperatura de 0,2, desprezando-se as 2.500 árvores iniciais. A figura da árvore 

filogenética foi gerada utilizando-se o programa Mesquite v.2.72 (MADDISON, W. P. 

MADDISON, 2011). 

 

3.5 Desenho e construção dos vetores de expressão com os domínios TEN, RT e 

TRB da telomerase de L. major 

Os domínios do TERT de L. major foram delimitados por alinhamentos de 

sequência múltiplo e predição de estruturas secundária e terciária. Tendo os domínios 

delimitados, foram desenhados três clones contendo um domínio estrutural cada um, 

TEN (Figura 13), RT (Figura 14) ou TRB (Figura 15). Os domínios TEN e RT foram 

clonados no vetor pET28a+. Os plasmídeos desenhados foram construídos mediante 

clonagem a partir de DNA genômico pela empresa Genone 

(http://www.genone.com.br/). A sequência do domínio TRBD do TERT de L. major foi 

analisada e seus códons foram otimizados para expressão em levedura Pichia pastoris 

pela empresa GeneArt Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific). A sequência com os 

códons otimizados foi sintetizada e sub-clonada no vetor pPICZαA pela empresa 

Genone (http://www.genone.com.br/). As sequências clonadas nos vetores encontram-se 

no apêndice 1. 

http://www.genone.com.br/
http://www.genone.com.br/
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Figura 13. Mapa do vetor de expressão contendo o domínio TEN de L. major 

O domínio TEN de L. major (azul claro) foi clonado no vetor pET 28a+ em fusão com uma cauda de 6x 

Histidina no extremo amino-terminal. Imagem gerada com o programa Snap Gene Viewer 3.3.4. 

 

Figura 14. Mapa do vetor de expressão contendo o domínio RT de L. major  

O domínio RT de L. major (amarelo) foi clonado no vetor pET 28a+ em fusão uma calda de poli- histidina 

(azul) no extremo amino-terminal. Imagem gerada com o programa Snap Gene Viewer 3.3.4. 
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Figura 15. Mapa do vetor de expressão contendo o domínio TRBD de L. major  

O domínio TRBD de L. major (amarelo) foi clonado no vetor pPiCZ-α em fusão com um sinal de 

secreção no extremo amino-terminal (cinza) e uma cauda de 6X Histidina (azul claro) no extremo 

carboxi-terminal. Imagem gerada com o programa Snap Gene Viewer 3.3.4. 

 

 

3.6 Testes de mini-indução de proteína heteróloga em sistema bacteriano  

Bactérias Escherichia coli da cepa BL21-DE3 códon+ ou da cepa BL21-Artic 

Express pRIL foram transformadas com o plasmídeo pET28a+ contendo a sequência de 

um domínio do TERT de L. major. Uma colônia transformante foi inoculada em 1 ml de 

meio Luria-Bertani (LB) [Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%] com 

canamicina (50µg.ml-1) e cloranfenicol (50µg.ml-1) e incubada em agitação constante a 

200 rpm a 37 °C em shaker. O pré-inóculo foi colocado em 50 ml de meio LB com 

canamicina (50µg.ml-1) e cloranfenicol (50µg.ml-1) e cultivado a 200 rpm a 37ºC até 

atingir uma OD600 (densidade óptica) de 0,6-0,8. Em seguida, foi induzida a expressão 

da proteína adicionando-se Isopropyl-B-D-Galactoside (IPTG) na concentração de 0,5-1 

mM sob temperatura constante de 25 ºC por 3 ou 4 horas. Durante este tempo, foi 

retirada uma amostra de 1 ml da cultura a cada hora para controle. Em seguida, as 
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células foram centrifugadas durante 10 minutos a 4.600 g e os precipitados foram 

ressuspensos em 1ml de tampão A (20mM fosfato de sódio pH 7,6, 500mM NaCl, 

25mM Imidazol). Em seguida, o material ressuspenso foi submetido a sonicação por 10 

sessões de 20 segundos e centrifugados a 4ºC por 1 minuto a 16.000 g para separação 

das frações solúvel e insolúvel do extrato. As frações foram ressuspensas em 5x SDS 

loading buffer e separadas em gel de SDS-PAGE 12%. 

3.7 Purificação do domínio TEN a partir da fração insolúvel do extrato proteico 

Cada grama do precipitado de células bacterianas obtido como descrito no item 

3.5, foi diluído em 15ml tampão de lise (Tris-HCL 50mM pH 7,0 ou 8,8, NaCl 50mM, 

EDTA 10mM) contendo 1mg.ml-1 de lisozima (Invitrogen) e incubado no gelo por 30 

minutos. Depois, a suspensão foi submetida a 30 sessões de 20 segundos de sonicação a 

4 °C, seguida de 20 segundos de repouso. A amostra foi centrifugada a 4ºC por 15 

minutos a 4.600 g e após a centrifugação foi mantida em tampão A (20mM Glicina pH 

7,6, 20mM NaCl, 6M uréia, 1mM β-mercaptoetanol).  

A purificação do domínio TEN foi realizada utilizando-se cromatografia por 

troca iônica em uma coluna CM-Sepharose (Fast Flow, GE Healthcare) pré-equilibrada 

em tampão A acoplada ao sistema de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC; 

AKTA PurifierTM) utilizando-se um gradiente linear 0-100% de tampão B (20mM 

Glicina, 1 M NaCl, 6M uréia, 1mM β-mercaptoetanol pH 7,6) em 20 volumes de 

coluna. A purificação da proteína foi verificada por eletroforese em SDS-PAGE 12% e 

por western blot. 

3.8 Purificação do domínio TEN a partir da fração solúvel do extrato proteico 

Cada grama do precipitado de células bacterianas obtidos como descrito no item 

3.5, foi diluído em 15ml tampão de lise (Tris-HCL 50mM pH 7,0; NaCl 50mM; EDTA 
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10mM) contendo 1mg.ml-1 de lisozima (invitrogen), cocktail de inibidor de protease 

(invitrogen) 1x e 1% de N-lauryl sarcosine, as amostras foram incubadas a 37 °C 30 

minutos. Depois a suspensão foi submetida a 30 sessões de 20 segundos de sonicação a 

4 °C seguida de 20 segundos de descanso. A amostra foi centrifugada a 4 ºC por 15 

minutos a 4.600 g e o pellet bacteriano foi descartado. 

Foram feitas várias tentativas de purificar o domínio TEN a partir da fração 

solúvel, tanto por cromatografia de troca iônica, como por cromatografia de afinidade.  

Para a cromatografia de troca iônica, utilizou-se uma coluna CM-Sepharose (Fast Flow, 

GE Healthcare) pré-equilibrada em tampão A (Tris 20mM pH8,5; NaCl 50mM) 

acoplada ao sistema de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC; AKTA PurifierTM) 

utilizando-se um gradiente linear 0-100% de tampão B (Tris 50mM pH8,5; NaCl 

50mM, Imidazole 500mM) em 15 volumes de coluna. Para a cromatografia de afinidade 

utilizou-se uma coluna HisTrap FF Crude (Fast Flow, GE Healthcare) pré-equilibrada 

em tampão A (Tris 50mM pH7,6; NaCl 50mM, Imidazole 25mM) acoplada ao sistema 

de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC; AKTA PurifierTM) utilizando-se um 

gradiente linear 0-100% de tampão B (Tris 50mM pH7,6; NaCl 50mM, Imidazole 

500mM) em 15 volumes de coluna.  

3.9 Re-enovelamento do domínio TEN purificado a partir da fração insolúvel 

As frações da proteína recombinante referentes ao domínio TEN purificado 

segundo etapas descritas no item 3.7, foram reunidas. Em seguida, estas frações foram 

dialisadas contra tampões contendo concentrações decrescentes de uréia e β-

mercaptoetanol utilizando-se os seguintes tampões: 

I) 25mM Tris, 50mM NaCl, 4M uréia, 1mM β-mercaptoetanol pH 7,6 (overnight); 

II) 25mM Tris, 50mM NaCl, 2M uréia, 1mM β-mercaptoetanol pH 7,6 (3 horas); 
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III) 25mM Tris, 50mM NaCl, 1mM β-mercaptoetanol pH 7,6 (overnight); 

IV) 25mM Tris, 50mM NaCl, pH 7,6 (24 horas). 

Após a diálise, as amostras de proteína foram concentradas utilizando-se 

concentradores Vivaspin 20 MWCO PES de 10kDa (GE Healthcare) com ciclos de 

centrifugação de 10 min a 2600 g a 4 ºC. 

3.10 Recuperação de proteínas recombinantes contidas em corpúsculos de inclusão  

O isolamento de corpúsculos de inclusão foi utilizado para purificar o domínio 

RT recombinante. Pellets de bactérias transformadas, nas quais tinha sido induzida a 

expressão da proteína heteróloga, foram ressupensos em solução contendo Tris-HCl 

0,1M e EDTA 1mM pH 7,0, na presença de lisozima (Invitrogen) 0,5mg.ml-1. Em 

seguida, os pellets foram incubados 30 minutos no gelo e sonicados por 25 ciclos de 30 

segundos com 30 segundos de descanso. Após a sonicação, foi adicionado 3mM MgCl2, 

DNAse 10ug.ml-1 (Sigma) e incubado 30 minutos a temperatura ambiente. Após o 

tratamento com DNAse foi adicionado EDTA (20mM pH 8,0), Triton X-100 (2% v/v) e 

NaCl (0,5M) e incubado por mais 30 minutos a 4° C. As amostras foram centrifugadas 

15 minutos a 4 °C por 4600 g e lavadas com solução contendo Tri-HCl 0,1M e EDTA 

20mM pH 7,0. O pellet final foi ressuspenso em tampão A (20mM Glicina pH 7,6, 

20mM NaCl, 7M uréia, 1mM β-mercaptoetanol) e a purificação foi conferida por 

eletroforese em SDS-PAGE 12% corados com azul de comassie e por western blot.  

3.11 Western blot 

Diferentes amostras proteicas foram fracionadas em géis SDS-PAGE 12% ou 

15% e transferidos para membranas Amersham Hybond Low Fluorescence 0,2 mm 

PVDF (GE Healthcare), utilizando o sistema mini-PROTEAN Tetra system (Bio-Rad). 
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As membranas foram reveladas seguindo o protocolo da Amersham ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) com algumas modificações: as 

incubações com os anticorpos primário e secundário foram realizadas em solução de 

bloqueio [PBS 1X; Tween 20 0,1%; Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) 1%].  

 Os títulos utilizados para os anticorpos foram os seguintes: 

• Soro mono-específico policlonal anti-TERT-N-terminal obtido em coelho: 

1/7.500; 

• Anticorpo secundário anti-coelho obtido em cabra (Sigma): 1/12.500; 

• Anticorpo primário anti-HIS-TAG obtido em camundongo (Bio-Rad): 

1/6.000; 

• Anticorpo secundário anti-camundongo obtido em cabra (Bio-Rad): 1/6.000. 

 

3.12 Formação de duplex parcial de oligonucleotídeos para ensaio de CD e 

fluorescência 

Os oligonucleotídeos OverhangFw e OverhangRv (Tabela 1) foram misturados 

em uma relação molar 1:1 a temperatura ambiente, aquecidos a 95ºC por 10 minutos e 

deixados esfriar lentamente até atingir novamente a temperatura ambiente. O duplex 

parcial obtido é referido como 3’ G-Overhang. 

3.13 Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

A fim de se verificar o correto enovelamento dos domínios purificados, foram 

realizadas medidas de espectroscopia de dicroísmo circular (CD). As medidas de CD 

foram obtidas no intervalo de 200-260 nm utilizando-se um espectropolarímetro JASCO 

J-815 equipado com um controlador de temperatura de sistema Peltier. Os experimentos 

foram realizados a 293 K utilizando-se uma cubeta de caminho ótico de 0,5 nm, uma 
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velocidade de leitura de 100 nm.min-1, tempo de resposta de 1 s, um bandwidth de 2 nm 

e um data pitch de 0.5 nm. O espectro final corresponde à média de 20 acumulações, já 

subtraído da medida do tampão (branco) e normalizado através da transformação da 

unidade de miligraus para elipcidade residual média [θ] (degrees.cm2.dmol-1.residue-1). 

Os espectros de CD do tampão e dos DNAs têm sinais desprezíveis nas concentrações 

testadas. O domínio TEN foi analisado a 0,4 mg.ml-1 em tampão contendo 20 mM de 

glicina pH 7,6; 50mM de NaCl. O efeito da adição do DNA no espectro de CD foi 

avaliado mediante a adição de 150 pmol de cada um dos DNAs (Tabela 1) às amostras 

proteicas. A deconvolução do espectro de CD foi realizada utilizando o servidor online 

Dichroweb (WHITMORE; WALLACE, 2008) com o algoritmo CDSSTR e set de 

referencia 4 (SREERAMA; WOODY, 2000). 

3.14 Espectroscopia de fluorescência estática 

As medidas de espectroscopia de fluorescência estática foram realizadas em um 

espectrofluorímetro Hitachi F-7000 utilizando-se uma cubeta de caminho ótico de 10 

mm e um bandwith de 5,0 mm. Foram utilizados comprimentos de onda de excitação de 

260, 280 e 295 nm e o comprimento de onda da fluorescência emitida foi detectada no 

intervalo de 310-410 nm na velocidade de 1200 nm/s. As amostras foram medidas na 

concentração de 0,3 mg/ml.  

3.15 Cromatografia analítica de exclusão molecular 

A cromatografia analítica de exclusão molecular do domínio TEN foi realizada a 

fim de se observar seu estado oligomérico em solução utilizando-se uma coluna 

Superdex 75 10/300 (GE Healthcare) equilibrada em tampão HEPES 40mM pH 7,4, 

KCl 100mM acoplada a um sistema de cromatografia líquida (HPLC; AKTA 

PurifierTM). Uma amostra de domínio TEN purificado (V=1ml; [2,7mg.ml-1]) foi 
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injetada num fluxo de 0,5 ml/min. Os padrões de peso molecular foram obtidos de um 

kit de calibração de gel filtração para baixos pesos moleculares (GE Healthcare) 

contendo os seguintes componentes: Blue dextran (2000 kDa), Conalbumina (75 kDa), 

BSA (66 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase carbônica (29 kDa), Ribonuclease A 

(13,7 kDa) e Aprotinina (6,5 kDa). Os volumes de eluição de cada padrão foram 

medidos e utilizados para calcular o coeficiente de partição (Kav), que está definido 

como Kav=(Vr-Vo) /(Vc-Vo), onde Vr=volume de retenção, Vo= Volume morto 

(Calculado em função do tempo de retenção do padrão blue dextran) e Vc=Volume de 

coluna. O Kav obtido para cada padrão foi tabulado contra o log da massa molecular para 

gerar uma curva padrão que foi utilizada para estimar a massa molecular da amostra 

purificada do domínio TEN e assim avaliar a formação de agregados proteicos. 

3.16 Transformação de células competentes de Pichia pastoris KM71H 

A transformação em P. pastoris da cepa KM71H foi realizada por eletroporação 

segundo o protocolo estabelecido por (CREGG, 2007). As células foram transformadas 

com 1µg de vetor linearizado com a enzima de restrição PmeI (invitrogen) e incubadas 

por três dias a 30°C em meio YPDS Agar com 100µ/ml de zeocina (invitrogen). Após 

esse tempo a placa foi examinada para a presença de colônias isoladas resistentes a 

zeocina.  

3.17 Teste de mini-indução em leveduras 

Uma colônia de Pichia pastoris Km71H foi utilizada para inocular 10 ml de 

meio Buffered Glycerol-complex (BMGY) [2% Peptona, 1% Extrato de levedura, 1.34% 

Fosfato de Potássio, pH 6.0, 100mM Yeast Nitrogen Base (sem aminoácidos), 0.4µg/ml 

Biotina, 0.5% Glicerol.] e incubada a 28°C com agitação constante até atingir OD600 de 

2-6 (16 horas aproximadamente). Foi coletada a amostra não induzida, tanto de meio 
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como de células. As culturas foram centrifugadas a 3000g por 5 minutos e ressupensas a 

uma OD600 final de 1 em 10ml de meio Buffered Methanol-complex (BMMY) [2% 

Peptona, 1% Extrato de levedura, 1.34% Fosfato de Potássio, pH 6.0, 100mM Yeast 

Nitrogen Base (sem aminoácidos), 0.4µg/mL Biotina, 0.5% Metanol.] para induzir a 

expressão do gene heterólogo.  

A cada 24 horas, foram coletadas amostras tanto de meio como de células, e foi 

adicionado metanol 100% a uma concentração final de 0,5% v/v. As amostras foram 

coletadas durante 6 dias após a indução. A presença de proteína recombinante no meio 

foi confirmada por Western blot.  

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 

Oligonucleotídeo Sequência 

Fita G 5´-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3´ 

OverhangFw 5´-CTGGCCGTCGTTTTACTTAGGGTTAGGGTTAGG-3´ 

OverhangRv 5´- GTAAAACGACGGCCAG-3´ 

5’ AOX  5’ GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ 

3’ AOX  5’ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’ 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. O componente TERT de Leishmania é o mais basal entre os eucariotos 

Foi gerado cladograma para se verificar a relação filogenética entre o TERT de 

Leishmania e os TERT de outros eucariotos. (Figura 16). As sequências utilizadas para 

construir o cladograma encontram-se no Apêndice 2.  

 
 

Figura 16. Cladograma dos componentes TERT de diferentes eucariotos  

Cladograma gerado com o software Mr. Bayes v. 3. 1. 1. Valores de probabilidade posterior após 500.000 

ciclos estão indicados nos nós. Diferentes grupos foram utilizados para se obter o cladograma 

(Tripanossomatídeos (vermelho); Apicomplexa (amarelo); Ciliados (verde); Fungos (azul escuro); 

Invertebrados (azul claro); Vertebrados (Magenta). Os componentes TERT das diferentes espécies de 

Leishmania sp. são as mais basais entre os eucariotos estudados.  
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Os resultados do cladograma mostram que o componente TERT de Leishmania 

sp. é o mais basal entre os eucariotos, o que está em concordância com estudos 

anteriores que mostravam que os componentes TERT das diferentes espécies deste 

gênero são bastante conservados entre si, mas são altamente divergentes quando 

comparados com as estruturas primárias dos TERTs de outros gêneros, mesmo quando 

comparados com espécies filogeneticamente mais próximas como Trypanosoma sp. 

(GIARDINI et al., 2006; DEY; CHAKRABARTI, 2018). Estes resultados indicam que 

os TERT de Leishmania apresentam caraterísticas primitivas quando comparados com 

os TERT de outros eucariotos. 

Para confirmar o grau de conservação dos componentes TERT dos 

Tripanossomatídeos foram feitas comparações da sequência de aminoácidos e 

alinhamentos múltiplos destas sequências (Apêndices 3 e 4) entre os organismos deste 

grupo, utilizando-se as ferramentas BLAST (SODING et al., 2005) e MUSCLE 

(EDGAR, 2004). Os resultados das análises de conservação mostraram que a sequência 

de aminoácidos do componente TERT é bastante conservado dentro do gênero 

Leishmania, mantendo uma identidade de 90% entre espécies do velho mundo, como L. 

major e L. donovani. Esta conservação é mantida quando se comparam espécies do 

subgênero Leishmania do velho e o novo mundo, já que o TERT de L. amazonensis 

compartilha uma identidade de aproximadamente 85% com as de L. major e L. 

donovani. Além disso, a conservação da sequência do componente TERT de 

Leishmania sp. é mantida mesmo entre subgêneros já que L. panamensis (subgênero 

Viannia) compartilha identidade de 76-78% quando comparado com as espécies do 

subgênero Leishmania mencionadas anteriormente (Tabela 2). A conservação da 

identidade na estrutura primária do componente TERT é perdida quando se compara o 

gênero Leishmania com o gênero Trypanosoma, evidenciado por uma queda nos valores 
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de identidade para entre 31 e 38% (Tabela 2). Interessantemente, a identidade do 

componente TERT entre espécies do gênero Trypanosoma é de aproximadamente 50% 

(Tabela 2), o que pode indicar que houve uma maior pressão seletiva para conservar a 

estrutura primária do componente TERT em Leishmania do que em Trypanosoma.  

Tabela 2. Comparação entre as sequências primárias dos componentes TERT de protozoários dos gêneros 

Leishmania e Trypanosoma 

  Identidade (%) 

  L. major L. donovani L. amazonensis L. panamensis T. cruzi T. brucei 

L. major   90 86 78 38 35 

L. donovani 

 

  87 78 37 31 

L. amazonensis 

  

  76 36 32 

L. panamensis 

   

  36 31 

T. cruzi 

    

  48 

T. brucei             

 

Tentativas de se comparar toda a estrutura primária do TERT de Leishmania 

com eucariotos mais distantes e mais derivados, como ciliados, leveduras e humanos, 

não foram bem sucedidas dado o baixo grau de conservação da estrutura primária das 

telomerases em geral e também o grande tamanho das proteínas desta família (MASON 

et al., 2011). Para poder fazer estas comparações, foi necessário usar frações menores 

ou domínios individualizados da proteína. Os alinhamentos feitos em regiões 

conservadas foram refinados a partir dos dados de GIARDINI et al., (2006) e serão 

discutidos em detalhe em seções posteriores.  

As comparações de estrutura primária entre diferentes organismos e o 

componente TERT de L. major permitiram delimitar os 4 domínios estruturais nesta 

proteína (Figura 17). Dada a alta conservação da sequência primária do componente 

TERT no gênero Leishmania, pode-se assumir que os resultados obtidos para uma 

espécie podem ser aplicados a todas as espécies do gênero cujas sequências já foram 

anotadas.  
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Figura 17. Delimitação dos domínios estruturais na estrutura primária de L. major  

Os domínios estruturais do TERT de L. major foram delimitados por alinhamentos de sequência 

múltiplos e são mostrados na figura como uma representação gráfica. Abaixo se encontra o número de 

aminoácido no qual começa e acaba cada domínio.  

 

 

Após a delimitação dos domínios do componente TERT de L. major, eles foram 

analisados individualmente, como será mostrado nas seções a seguir. 

4.2 Caracterização estrutural do domínio TEN do TERT de Leishmania sp. 

Alinhamentos de sequências de aminoácidos entre a região amino-terminal do 

TERT de L. major (aminoácidos 1-408) com as regiões amino-terminais dos TERT de 

diferentes organismos foram realizados inicialmente com o intuito de se verificar o nível 

de conservação dessa região entre os diferentes eucariotos. O melhor alinhamento 

obtido foi entre as sequências de L. major e as sequências dos TERT de diferentes 

vertebrados (Figura 18). Como reportado anteriormente (GIARDINI et al., 2006), o 

nível de conservação deste domínio é muito baixo. A região que compreende os 

primeiros 120 aminoácidos da porção amino-terminal, apresenta inserções próprias do 

gênero Leishmania (Figura 18). Já a região entre os aminoácidos 120 e 230 é a que 

apresenta o maior nível de conservação em termos de estrutura primária. Esta região 

entre os aminoácidos 120 e 230, contém o motivo GQ, o único motivo dentro do 

domínio TEN conservado entre os diferentes organismos. O motivo GQ encontra-se na 

região carboxi-terminal do domínio TEN (BOSOY et al., 2003; MORIARTY et al., 

2004; JACOBS et al., 2006), e é possível se verificar que os três aminoácidos 

invariáveis deste motivo, que correspondem aos resíduos Glicina 192 (G-192), 

Glutamina 217 (Q-217) e Glicina 220 (G-220), são conservados em L. major (Figura 
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18). Em T. thermophila estes três aminoácidos possuem importância estrutural e são 

indispensáveis para a interação com o DNA genômico (JACOBS et al., 2006). 



 

55 

Figura 18. Alinhamento múltiplo de sequências entre os domínios TEN dos TERT de Leishmania e mamíferos  

O alinhamento de sequências mostra uma baixa conservação na sequência primária do TEN de L. major quando comparado ao dos mamíferos. Na região amino-terminal da 

sequência de Leishmania existem diversas inserções (triângulos) características do gênero, enquanto a região carboxi-terminal mostra uma maior conservação. Os três 

aminoácidos invariáveis do motivo GQ (G-192; Q-217; G-220) estão destacados com asteriscos. (Lmaj: L. major (AAO67514.1); Hsap: Homo sapiens (NP_937983.2); 

Mmus: Mus musculus (NP_033380.1); Maur: Mesocricetus auratus (NP_001268556.1)) Resíduos destacados em preto mostram conservação em todos os organismos e em 

cinza, conservação na maioria dos organismos. 
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Para melhor se evidenciar o grau de conservação entre os domínios TEN do 

TERT de L. major e o domínio TEN de outros eucariotos cujas estruturas terciárias já 

foram resolvidas (JACOBS et al., 2006; POLSHAKOV et al., 2016), foram realizadas 

tentativas de predição de estrutura terciária utilizando-se os programas Phyre2 

(KELLEY et al., 2015) e HHpred (SODING et al., 2005). Porém, devido à baixa 

conservação da estrutura primária compartilhada entre os mesmos e os espúrios valores 

de E-value obtidos, não foi possível se obter a predição de estrutura terciária. Conforme 

mostrado na Tabela 3, a quantidade de aminoácidos modelada utilizando os diferentes 

programas é muito baixa (menos do que 50 aminoácidos), especialmente no caso da 

predição feita por Phyre2, onde cabe destacar que a estrutura usada para gerar o modelo 

não corresponde a uma telomerase e que o E-value é muito alto (Tabela 3). 

Tabela 3. Homologia estrutural entre o domínio TEN de LmTERT com estruturas cristalográficas 

depositados em PDB 

Domínio TEN 

 Região da 

LmTERT 

Identidade Score Modelo homólogo E-value 

HHpred 163-177 15% 40,42 Telomerase reverse transcriptase. T. 

thermophila (2B2A) 

0,64 

Phyre 156-200 23% 18,03 Putative Transcriptional Regulator. 

R. jostii. (2G7G) 

15 

 

 Na tentativa de se compensar o insucesso na obtenção do modelo estrutural do 

TEN de L. major, foi realizada a predição in silico da estrutura secundária dos primeiros 

408 aminoácidos do componente TERT de L. major, onde está contido o domínio TEN. 

Esta predição foi realizada usando o algoritmo GOR V (Figura 19) e indicou que o 

domínio TEN do componente TERT de L. major pode apresentar uma estrutura 

enriquecida em regiões desenoveladas, já que prediz 56,6% de elementos desordenados 

e 28,2 % de hélices-α na constituição do mesmo.  
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Existem duas estruturas cristalográficas disponíveis para o domínio TEN, o de T. 

thermophila (JACOBS et al., 2006) e o de O. polymorpha  (POLSHAKOV et al., 2016). 

Análises de conservação de estrutura primária entre o domínio TEN de L. major e os 

domínios TEN destes dois organismos mostram que não há uma identidade de 

sequência significativa (~ 12%) e os valores de E-value são espúrios, impedindo fazer 

comparações de conservação da estrutura primária. No entanto, quando se comparam os 

resultados obtidos de predição de estrutura secundária para o domínio TEN de L. major 

(Figura 19) com as estruturas tridimensionais resolvidas para T. thermophila (JACOBS 

et al., 2006) e O. polymorpha (POLSHAKOV et al., 2016) é possível perceber que a 

estrutura de O. polymorpha (Figura 6A) apresenta um alto conteúdo de hélices-α e 

regiões desenoveladas, similar ao predito para L. major. Enquanto a estrutura de T. 

thermophila (Figura 6B), apresenta poucas regiões desenoveladas e um alto conteúdo de 

hélices α e folhas-β. Isto sugere que o domínio TEN de Leishmania é estruturalmente 

mais parecido com o de O. polymorpha do que com o de T. thermophila. A relevância 

biológica deste fato deve ser resolvida posteriormente. 
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Figura 19. Predição de estrutura secundária do domínio TEN de L. major 

Representação da estrutura secundária do domínio TEN de L. major predita usando o algoritmo GORV. A 

predição de estrutura secundária mostra principalmente a presença de elementos desordenados (56,62%) e 

hélices-α (28,19%).  
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4.3 Obtenção do domínio TEN recombinante e estudos estruturais com este 

domínio 

Os extratos obtidos após realizar o teste de mini-indução e solubilidade foram 

fracionados em SDS-PAGE 15% corado com azul de comassie (Figura 20). No gel, 

observa-se que o domínio TEN está sendo expresso em corpúsculos de inclusão, já que 

a banda de massa molecular esperada, que começa ser evidenciada após uma hora de 

indução está exclusivamente presente na fração insolúvel do extrato proteico bacteriano 

(Figura 20 a partir de uma hora de indução).  

 

 
 

Figura 20. Teste de mini-indução de bactérias E. coli BL21 DE3 códon plus transformadas com 

pET28a-domínio TEN  

Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de comassie, mostrando extratos proteicos de bactérias E.coli 

DE3 códon+ transformadas com pET28a-TEN. As amostras do gel correspondem a extratos não induzidos 

(N.I) e depois de 1, 2 e 3 horas de indução. Para cada amostra foi obtida a fração solúvel (SN) e insolúvel 

(P) do extrato bacteriano. M.P.M: Marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein 

Ladder (Thermo Fisher scientific). A seta aponta a banda com massa esperada correspondente ao domínio 

TEN recombinante (30,7kDa) O resultado mostra que o domínio TEN está sendo expresso na fração 

insolúvel do extrato proteico bacteriano. 

 

A experiência do nosso grupo de pesquisa mostra que as proteínas de 

Leishmania quando expressas em sistema heterólogo bacteriano tendem a permanecer 

em corpúsculos de inclusão (LIRA; SIQUEIRA NETO, DE; et al., 2007a; LIRA; 

SIQUEIRA NETO; et al., 2007b; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; LIRA et al., 2009; 

SILVA, DA et al., 2010; PAVANI et al., 2014). Porém, há vários antecedentes que 
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mostram que estas proteínas podem ser purificadas em condições desnaturantes, com 

alta concentrações de ureia e posteriormente re-enoveladas por diálise escalonada 

(LIRA; SIQUEIRA NETO, DE; et al., 2007; LIRA; SIQUEIRA NETO; et al., 2007; 

LIRA et al., 2009; PAVANI et al., 2014). As proteínas purificadas nestas condições têm 

sido expressas em larga escala, e obtidas com alto grau de pureza. Adicionalmente as 

proteínas re-enoveladas têm sido usadas com sucesso em estudos bioquímicos e 

estruturais (SIQUEIRA-NETO et al., 2007; LIRA et al., 2009; SILVEIRA, DA et al., 

2013; PAVANI et al., 2014). Por isso foi decidido purificar o domínio TEN a partir da 

fração insolúvel realizando pequenas modificações a partir de um protocolo já 

disponível para purificação deste tipo de proteínas (LIRA et al., 2009).  

 O primeiro passo para se obter o TEN recombinante foi purificar a proteína em 

condições desnaturantes utilizando-se cromatografia de troca aniônica (HiTrap CM 

Sepharose FF) em um gradiente linear de 20-500 mM de NaCl (Figura 21A). O 

cromatograma apresenta um primeiro pico que se inicia quando a porcentagem de 

tampão B é de 15% (~150mM NaCl) e um segundo pico que se inicia quando a 

porcentagem de tampão B é de aproximadamente 25% (~250mM NaCl) (Figura 21A). 

As frações eluídas nessa etapa de purificação, correspondentes aos picos do 

cromatograma, foram avaliadas em gel SDS-PAGE 12 % (Figura 21B). Os géis 

mostram que uma única banda com massa molecular similar à esperada para o domínio 

TEN recombinante (30,7 kDa) é eluída numa porcentagem entre 12 e 40% de tampão B 

(Figura 21B frações 23-56). Estes resultados indicam que a purificação do domínio foi 

bem-sucedida utilizando-se coluna de troca iônica.  
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Figura 21. Purificação do domínio TEN do TERT de L. major a partir da fração insolúvel do 

extrato proteico de bactérias E. coli DE3 códon plus, por cromatografia de troca aniônica 

(A) Cromatograma da purificação, mostrando os picos de absorbância a 280 (preto) e 254 (vermelho) 

eluídos no gradiente com tampão B (azul). Os picos se apresentam numa porcentagem de 15 a 40% de 

Tampão B (150-400mM). (B) SDS-PAGE 12% corados com azul de Coomassie contendo as frações 

eluídas da coluna. MPM: marcador de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific), NI: extrato proteico de bactérias não induzidas, I(s): fração solúvel de extrato 

proteico de bactérias induzidas, I(p): fração insolúvel do extrato proteico de bactérias induzidas, FT: 

flowtrough, proteínas que não ligam na resina, Lav: proteínas eluídas na lavagem da coluna, 8-56: número 

do eluato segundo o gráfico mostrado em (A). Nas frações correspondente aos picos observados no 

cromatograma, pode se observar uma única banda com peso molecular esperado, correspondente ao 

domínio TEN recombinante purificado.  
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Tendo se obtido a proteína purificada em condições desnaturantes, foi necessário 

proceder com seu re-enovelamento. O processo de re-enovelamento é muito importante, 

pois para se realizar estudos bioquímicos e estruturais é indispensável se ter a proteína 

corretamente enovelada, já que a estrutura está diretamente relacionada com a função. O 

re-enovelamento foi realizado por diálise escalonada para a retirada completa da uréia e 

do β-mercaptoetanol presentes nos tampões de purificação. Em estudos anteriores 

(LIRA et al., 2009), foi mostrado que a adição de heparina sódica durante a diálise de 

proteínas que se ligam a DNA auxilia no correto enovelamento e evita a formação de 

agregados proteicos. Esta estratégia tem sido usada com sucesso na obtenção de outras 

proteínas do complexo telomérico de Leishmania que são expressas na fração insolúvel 

do extrato bacteriano e que interagem com DNA telomérico especificamente (LIRA et 

al., 2009; PAVANI et al., 2014). Por isso, esta estratégia também foi utilizada durante o 

re-enovelamento do domínio TEN, porém, percebeu-se que o processo de re-

enovelamento deste domínio não era alterado pela presença de heparina sódica (dados 

não mostrados).  

Ensaios de espectroscopia de dicroísmo circular e de fluorescência estática 

utilizando diferentes comprimentos de onda foram realizados para se verificar o estado 

de enovelamento da proteína após a diálise (Figura 22).  
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Figura 22. Avaliação do estado de enovelamento do domínio TEN purificado 

(A) espectro de dicroísmo circular do domínio TEN purificado. A análise de desconvolução de dicroísmo 

circular mostra que o domínio TEN purificado é uma proteína composta por aproximadamente 70% de 

elementos desenovelados e hélices-α o que está em concordância com a predição de estrutura secundária 

obtida pelo programa GORV (SEN et al., 2005). (B) Espectro de fluorescência utilizando diferentes 

comprimentos de onda de excitação. Os espectros de fluorescência sugerem que os triptofanos da proteína 

estão num ambiente mais hidrofóbico em comparação com os resíduos de tirosina, o que é esperado para 

proteínas enoveladas ou parcialmente enoveladas. Os resultados obtidos sugerem que após o 

renovelamento, o domínio TEN possui uma estrutura terciária similar à estrutura nativa.  

 

 

 O espectro de dicroísmo circular do domínio TEN apresenta um valor mínimo 

de [θ] a 207 nm (Figura 22A) indicando que a proteína possui grandes quantidades de 

elementos desordenados combinados com hélices-α. De fato, a deconvolução da curva 

de CD do domínio TEN que indica que 70% destes dois elementos estão presentes na 

composição da estrutura secundária deste domínio, corrobora a predição in silico de 

estrutura secundária mostrada anteriormente (Figura 19).  

O espectro de fluorescência estática obtido a partir do domínio TEN, mostra que 

a intensidade de fluorescência emitida é maior no comprimento de onda de excitação a 

280 nm, já que nesse comprimento de onda os resíduos de tirosina e triptofano são 

excitados juntamente. Quando utilizado o comprimento de onda de excitação de 295 

nm, que é capaz de excitar apenas os resíduos de triptofano, o máximo de intensidade 

fluorescente é observada a 333 nm, ao contrário dos comprimentos de onda (260 e 280 

nm) que excitam também as tirosinas, e o máximo de intensidade fluorescente 
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observada é a 339 nm. Estes dados indicam que os resíduos de triptofano encontram-se 

em um ambiente mais hidrofóbico que os resíduos de tirosina, como é esperado em 

proteínas enoveladas ou parcialmente enoveladas (Figura 22) (MUNISHKINA; FINK, 

2007). 

Para confirmar que de fato o domínio TEN havia sido purificado, foi realizado 

um ensaio de western blot, utilizando-se como anticorpo primário um anticorpo anti- 

HIS (Bio-Rad), que reconhece a cauda de histidina fusionada à região amino-terminal 

do domínio TEN heterólogo (Figura 23).  

 

 
 

Figura 23. Western blot confirmando a purificação do domínio TEN recombinante  

Western blot para confirmar a indentidade do domínio TEN recombinante. MW: marcador de peso 

molecular Western Sure® Pre-stained Chemiluminescent Protein Ladder (Li-cor), Ni: extrato proteico de 

bactérias não induzidas, SN: fração solúvel do extrato proteico de bactérias induzidas, Pe: fração 

insolúvel do extrato protéico de bactérias induzidas, 1 e 2 amostras da proteína purificada. A banda 

reconhecida pelo anticorpo (30,7kDa), está apontada por uma seta e aparece exclusivamente na fração 

insolúvel do extrato induzido e amostra de proteína purificada, mostrando que corresponde ao domínio 

TEN da telomerase de L. major.  

 

O resultado do western blot confirma que a banda purificada, de 

aproximadamente 30 kDa é efetivamente a proteína heteróloga que contém a cauda de 

histidina, já que a marcação só aparece no pellet do extrato induzido e nas frações 
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correspondentes à proteína purificada (Figura 23). Com esse último resultado concluiu-

se que a proteína purificada é o domínio TEN da telomerase de L. major. 

 Após a obtenção do domínio TEN purificado e enovelado, foi testada sua 

capacidade de interação com o DNA telomérico. Para isso foram utilizados 

oligonucleotídeos sintéticos contendo as sequências da fita rica em G e um DNA dupla-

fita parcial (3’ G-Overhang) (Tabela 1) (Figura 2). Os testes foram realizados por 

espectroscopia de dicroísmo circular e de fluorescência estática (Figura 24).  

 Os espectros de dicroísmo circular da proteína purificada e da proteína 

purificada incubada com a fita G telomérica ou com o 3’ G-Overhang apresentam uma 

superposição quase completa (Figura 24). A espectroscopia de fluorescência, 

comparando a proteína purificada e a proteína purificada interagindo com o 3’ G-

Overhang (Figura 24C) mostra que os espectros de emissão fluorescente a 280 nm da 

proteína, na presença e na ausência de DNA, são praticamente idênticos. Estes dados 

sugerem que não há interação entre o domínio proteico e o DNA, ou, que se há 

interação esta não altera a estrutura secundária da proteína. Estudos anteriores 

realizados com proteínas de Leishmania que interagem com DNA telomérico mostram 

que esta interação muda a conformação estrutural das proteínas de tal forma que esta 

mudança pode ser observada nos ensaios de espectrometria de dicroísmo circular 

(PAVANI et al., 2014; MOREA et al., 2017). Isto sugere que nos ensaios apresentados 

na Figura 24, não se observa interação entre o domínio TEN de L. major e o DNA 

telomérico. 
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Figura 24. Espectros de Dicroísmo circular e fluorescência estática do domínio TEN purificado, na 

presença de DNA telomérico 

(A-B)Comparação do espectro de dicroísmo circular entre o domínio TEN purificado e o domínio TEN 

com a fita G telomérica (A) e com o 3’G-Overhang (B). Os resultados do dicroismo circular mostram que 

os espectros são virtualmente idênticos. (C) Comparação entre os espectros de fluorescência do domínio 

TEN purificado e o domínio TEN incubado com o duplex parcial telomérico (3’G-Overhang), neste caso 

os espectros também são virtualmente idênticos. Os resultados obtidos por dicroísmo circular e 

espectrometría de fluorescência sugerem que o domínio TEN da telomerase de L. major não interage com 

o DNA telomérico. 

 

A interação entre o domínio TEN e o DNA telomérico tem sido amplamente 

descrita em outros organismos (FRIEDMAN; CECH, 1999; XIA et al., 2000; BOSOY 

et al., 2003; JACOBS et al., 2006), já que o domínio TEN tem sido caracterizado como 

o adaptador entre o DNA telomérico e o restante do complexo ribonucleoproteico da 

telomerase (JIANG et al., 2015). Por esta razão, os resultados aqui mostrados que 

sugerem que não há interação entre o domínio TEN do TERT de L. major e os DNAs 
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teloméricos são inesperados. Contudo, diversas explicações para este dado são 

possíveis, além da inexistência verdadeira de uma interação entre ambos. A primeira é 

que o domínio TEN talvez necessite de outros domínios do TERT de L. major para 

posterior interação com o DNA telomérico, ou ainda, de outra proteína telomérica para 

atingir a conformação que lhe permite se associar ao DNA telomérico. Esta hipótese se 

mostra interessante ao considerar que o domínio TEN isolado é um fragmento proteico 

enriquecido em regiões desenoveladas. Também é possível que a proteína não esteja 

enovelando corretamente durante a diálise.  

Uma forma de verificar se o processo de re-enovelamento está sendo efetivo é 

avaliar se a proteína está formando agregados proteicos, já que a formação de agregados 

é comum quando a proteína não consegue voltar a sua estrutura terciária nativa durante 

o re-enovelamento (PATRA et al., 2000; VALLEJO; RINAS, 2004; SINGH; PANDA, 

2005; SINGH et al., 2015). Por este motivo, antes de se realizar mais testes de interação 

com o domínio TEN foi decidido realizar uma cromatografia analítica de exclusão por 

tamanho, para avaliar o estado de agregação da proteína depois do re-enovelamento.   

Para isto, foi utilizada uma coluna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare) 

equilibrada em tampão HEPES 40mM pH 7,4, KCl 100mM acoplada a um sistema de 

cromatografia líquida (HPLC; AKTA PurifierTM) (Figura 25). Nestas condições, o 

volume de eluição teórico esperado calculado a partir da equação mostrada nos 

materiais e métodos para o domínio TEN recombinante, cujo peso é de 

aproximadamente 30 kDa é de 11,19 ml. Porém, observamos que a amostra foi eluída 

muito antes, em três picos com volumes de eluição de 6,89 ml, 7,78 ml e 8,91 ml 

respectivamente, os quais encontram-se muito próximos do volume morto da coluna 

(7,87ml), indicando que a proteína está formando agregados de elevada massa 
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molecular. Uma pequena fração da amostra foi eluída num volume similar ao volume de 

eluição esperado para o domínio TEN monomérico (Figura 25A).  

 
Figura 25. Cromatografia analítica de exclusão por tamanho do domínio TEN  

Picos de eluição do domínio TEN purificado passando pela coluna de exclusão molecular. A amostra foi 

eluída em 3 picos de volume diferente, destacado com números de 1-4 na figura. O pico 1 corresponde a 

um volume de eluicão de 6,89ml, o pico 2 corresponde a um volume de eluição de 7,78ml e o pico 3 

corresponde a um volume de eluição de 8,91ml. Todos estes volumes estão abaixo do volume de eluição 

estimado para o domínio TEN monomérico e por tanto mostram que a proteína está formando agregados. 

O número 4 na figura mostra o volume de eluição esperado para o domínio TEN monomérico (11,19 ml), 

há um “ombro” no gráfico que sugere que uma fração minoritária da amostra encontra-se na forma 

monomérica.  

 

 

 Ao se analisar os três picos obtidos, surgiu a hipótese de que nem todos os 

complexos de alto peso molecular se devem a agregados proteicos, mas somente o pico 

de eluição de 6,89 ml. Os outros dois picos podem corresponder a contaminação com 

ácidos nucleicos bacterianos. Um indício de que esta hipótese pode ser verdadeira, é a 

alta absorbância a 256 nm observada no cromatograma da purificação (Figura 21A). 

Caso esta hipótese seja verdadeira, ela explicaria também por que não há uma interação 



 

69 

aparente entre o DNA telomérico de L. major e o domínio TEN, pois a amostra proteica 

já estaria saturada de DNA. 

A fim de se comprovar esta hipótese, os extratos bacterianos correspondentes ao 

input da purificação foram fracionados em gel de agarose 1%, mostrando que havia uma 

grande quantidade de DNA na mistura proteica que era aplicada na coluna (Figura 

26A).  

 
 

Figura 26. Comprovação de contaminação com DNA bacteriano em amostras proteicas contendo o 

domínio TEN.  

Géis de agarose1% corados com brometo de etídeo mostrando o DNA presente nas amostras da proteína 

TEN recombinante. (A) Presença de DNA nos extratos bacterianos de bactérias induzidas P: pellet, SN: 

sobrenadante. A Figura mostra que os extratos ainda estavam contaminados após o tratamento com 

DNAse. (B) Optimização do protocolo para retirar o DNA nas amostras proteicas. 1. Extrato bacteriano 

bruto. 2. Sobrenadante do extrato após a sonicação. 3. Pellet bacteriano antes de tratar com DNAse. 4. 

Pellet bacteriano depois de tratar com DNAse. O gel mostra que o tratamento com DNAse após a 

centrifugação é suficiente para retirar o DNA contaminante.  

 

 

Para reduzir a quantidade de DNA presente na amostra proteica esta foi tratada 

com DNase antes da sonicação (Secção 3.5). No entanto, os géis de agarose mostraram 

que o tratamento da amostra bruta não era suficiente para se eliminar o DNA presente 

(Figura 26A P e SN). Para solucionar este problema, um segundo tratamento com 

DNAse foi feito exclusivamente com a fração insolúvel do extrato, antes de adicionar o 

tampão com uréia e desnaturar as proteínas. Os resultados no gel de agarose permitem 
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concluir que este segundo tratamento com DNase reduziu consideravelmente a 

quantidade de DNA presente no extrato que foi aplicado na coluna (Figura 26B Linha4).  

Deste modo, o domínio TEN, sem contaminação com DNA bacteriano, foi 

purificado. Entretanto não foi possível realizar ensaios de caracterização com o extrato 

livre de DNA bacteriano, pois a proteína precipitou durante o processo de re-

enovelamento por diálise (Resultados não mostrados). 

Algumas proteínas têm uma maior probabilidade de precipitar se não estão 

interagindo com seu ligante (SINGH; PANDA, 2005). Neste sentido, é possível que a 

falta de DNA esteja fazendo com que o domínio TEN não consiga se re-enovelar após a 

purificação. Em estudos anteriores, este problema tinha sido resolvido com a adição de 

heparina sódica na amostra proteica durante a diálise (LIRA et al., 2009). Porém, a 

adição de heparina (100μg.ml-1) à amostra de TEN não foi suficiente para impedir sua 

precipitação. No momento, outros protocolos de re-enovelamento estão sendo testados, 

visando à obtenção do domínio TEN enovelado e na ausência de DNA contaminante, 

permitindo assim, a realização de ensaios de caracterização bioquímica. 

Devido à possibilidade de que o domínio TEN não estivesse sendo enovelado 

corretamente durante o processo de diálise decidiu-se investir em protocolos que 

permitissem a solubilização da proteína a partir dos corpúsculos de inclusão sem que 

esta fosse desnaturada. Foram testados vários protocolos que permitiam que proteínas 

expressas na forma insolúvel passassem a ser expressas na fração solúvel do extrato 

bacteriano (SINGH; PANDA, 2005; SINGH et al., 2015).  

De todos os protocolos testados o único que foi efetivo na solubilização do 

domínio TEN foi revisado por SINGH et al. (2015). Este protocolo utiliza a adição de 

1% do detergente N-Lauryl Sarcosine ao tampão de lise antes do processo de sonicação 
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para aumentar a solubilidade das proteínas expressas em corpúsculos de inclusão 

(Figura 27). Graças à adição do detergente, aproximadamente metade do domínio TEN 

expresso foi solubilizado, como pode ser visto na Figura 27A (Linhas P e SN) onde uma 

banda com o peso molecular esperado (30,7 kDa) aparece na fração solúvel do extrato. 

Verifica-se também que a mesma não está presente quando a lise é feita na ausência de 

N-Lauryl sarcosine (Figura 27B linha SN).  

 

 
 

Figura 27. Tratamento do pellet bacteriano com N-Lauryl sarcosine durante a lise  

SDS-PAGE 12% corados com azul de comassie mostrando a solubilidade do domínio TEN quando a lise 

é realizada na ausência (A) e preseça (B) do detergente N-Lauryl sarcosine. MPM: Marcador de peso 

molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). SN: fração solúvel do 

extrato bacteriano. P: Fração insolúvel do extrato bacteriano. A seta indica o peso esperado do domínio 

TEN (30,7kDa). Os geis mostram que quando a lise bacteriana é feita na ausência de N-Lauryl sarcosine 

o domínio TEN recombinante é expresso exclusivamente na fração insolúvel. Quando a lise é realizada na 

presença de N-Lauryl sarcosine, aparece uma banda do peso esperado na fração solúvel e a intensidade da 

banda presente na fração insolúvel diminui, indicando que uma parte do domínio TEN recombinante está 

sendo expressa na fração solúvel.  

 

Tentou-se purificar o domínio TEN a partir da fração solúvel do extrato proteico, 

mediante cromatografia de troca iônica, já que esta aproximação tinha funcionado na 

purificação do domínio TEN a partir do extrato insolúvel (Figura 21). No entanto, esta 

tentativa não foi bem-sucedida na purificação do domínio TEN a partir da fração 

solúvel, como pode ser visto na Figura 28, já que a proteína não ligou na resina e foi 
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eluída no flow-through. Isto é evidenciando pelo fato que não há proteínas do tamanho 

esperado eluídas durante o gradiente linear e que a banda de massa esperada presente no 

input está presente com a mesma intensidade no flow-through. 

  

 
Figura 28. Tentativa de purificação do domínio TEN expresso a partir da fração solúvel do extrato 

proteico mediante cromatografia de troca iônica 

SDS-PAGE 12% corados com azul de comassie mostrando a purificação do domínio TEN a partir da 

fração solúvel do extrato proteico mediante cromatografia de troca iônica. MPM: Marcador de peso 

molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Input: amostra injetada na 

coluna. FT: Flow-through, proteínas que não ligam na coluna. LAV: proteínas eluídas na lavagem da 

coluna, 5-90: número da fração eluida no gradiente linear de tampão B. As setas indicam o peso esperado 

do domínio TEN heterólogo, mas pode se ver que nenhuma banda desse tamanho foi eluída da coluna. 

Adicionalmente, pode se ver que a banda do peso esperado no input está presente com a mesma 

intensidad no flow-through, o que indica que a proteína não ligou na coluna.  

 

 Dado o insucesso nas tentativas de purificação por troca iônica tentou-se 

purificar o domínio TEN expresso na fração solúvel por cromatografia de afinidade, já 

que ele é expresso em fusão com uma calda de histidina no extremo amino-terminal. No 

entanto, como mostrado na Figura 29 obtiveram-se resultados similares aos obtidos por 
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cromatografia de troca iônica. O domínio TEN não se ligou na coluna já que a banda do 

tamanho esperado está presente unicamente no input e no flow-through. 

 
 

Figura 29. Tentativa de purificação do domínio TEN expresso a partir da fração solúvel do extrato 

proteico mediante cromatografia de afinidade 

SDS-PAGE 12% corados com azul de comassie mostrando a purificação do domínio TEN a partir da 

fração solúvel do extrato proteico mediante cromatografia de afinidade. MPM: Marcador de peso 

molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Input: amostra injetada na 

coluna. FT: Flow-through, proteínas que não ligam na coluna. LAV: proteínas eluídas na lavagem da 

coluna, 5-94: número da fração eluida no gradiente linear de tampão B. As setas indicam o peso esperado 

do domínio TEN heterólogo, mas pode se ver que nenhuma banda desse tamanho foi eluída da coluna. 

Adicionalmente, pode se ver que a banda do peso esperado no input está presente com a mesma 

intensidad no flow-through, o que indica que a proteína não ligou na coluna.  

 

 

Para garantir que o domínio TEN estava sendo expresso na fração solúvel antes 

de se tentar novas alternativas para sua purificação, foi realizado um western blot com 

os extratos proteicos utilizados na cromatografia por troca iônica. Este western blot foi 

revelado com soro policlonal específico para a região amino-terminal do TERT de L. 

amazonensis. (Figura 30). O western blot mostrou que o domínio TEN está sendo 

expresso na fração solúvel, já que o anticorpo reconheceu uma única banda de peso 

molecular esperado tanto no input como no flow-through (Figura 30, input e FT), a qual 
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não está presente no extrato proteico não induzido (Figura 30 NI). Este resultado 

confirma que a banda presente na fração solúvel é o domínio TEN heterólogo e não um 

produto inespecífico.  

 

Figura 30. Western blot comprovando que o domínio TEN foi expresso na fração solúvel do extrato 

proteico 

Diferentes extratos proteicos foram fracionados em gel SDS-PAGE 12%, transferido para membrana 

PVDF e relevado usando soro policlonal específico para a região amino-terminal do TERT de L. 

amazonensis. MPM: marcador de peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo 

Fisher Scientific), Input: amostra injetada na coluna. Flow-through: proteínas que não ligam na coluna. A 

banda (30,7kDa) reconhecida pelo soro anti-TERT, está apontada por uma seta e aparece exclusivamente 

nos extratos onde a expressão da proteina heteróloga foi induzda, confirmando a presênça do domínio 

TEN na fração solúvel do extrato bacteriano. 

 

 

Após a confirmação da expressão do domínio TEN na fração solúvel, estão 

sendo explorados novos protocolos de purificação que permitam purificar o domínio 

TEN em larga escala. 

Dada a baixa caracterização estrutural disponível para o domínio TEN dos 

diferentes TERT, incluído o de Leishmania, qualquer dado experimental obtido a partir 

da purificação deste domínio será de grande importância para o aprofundamento do 
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entendimento deste domínio no mecanismo de ação da telomerase de diferentes 

organismos.  

4.4 Caracterização estrutural do domínio TRB do TERT de Leishmania sp. 

De modo geral, o domínio TRB apresenta alta conservação, tanto de estrutura 

primária quanto terciária entre as diferentes espécies de eucariotos. Este domínio 

apresenta três motivos conservados que são de importância na interação com o TER e 

na montagem do complexo RNP das telomerases.  

Para se avaliar a conservação do domínio TRB em Leishmania sp. foram 

realizados alinhamentos múltiplos entre as sequências do domínio TRB de vários 

grupos de eucariotos. Como mostrado na Figura 31, os três motivos que caracterizam o 

domínio TRB, demarcados no alinhamento (CP, QPF e T), são conservados em 

diferentes grupos de organismos eucariotos mais derivados como os mamíferos e os 

ciliados. O domínio TRB de L. major apresenta algumas substituições nas sequências 

dos motivos QFP e T, ainda que haja uma boa conservação geral entre eles. Porém, ao 

se analisar a sequência que caracteriza o motivo CP, nota-se que a conservação é muito 

baixa ou inexistente, o que dificulta o alinhamento entre as sequências. Nota-se também 

que, dependendo tanto da delimitação do domínio, quanto dos organismos utilizados 

para gerar o alinhamento, a posição deste motivo varia (resultados não mostrados), 

sugerindo fortemente que este motivo não é conservado no domínio TRB de 

Leishmania sp.  

Vale a pena se destacar que as substituições apresentadas no motivo T da TERT 

de L. major e que parecem ser próprias do gênero, correspondem a aminoácidos 

conservados que nas proteínas homólogas dos demais eucariotos (ciliados, leveduras de 

brotamento e vertebrados) são de importância para a atividade de telomerase (ROUDA; 
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SKORDALAKES, 2007). Estas substituições serão discutidas com maiores detalhes 

posteriormente.  

Entretanto, estudos de mutação sítio-dirigida em outros organismos eucariotos 

não encontraram nenhum resíduo dentro do motivo QFP que fosse indispensável para a 

atividade telomerase (BRYAN et al., 2000; LAI et al., 2001; ROUDA; 

SKORDALAKES, 2007). Deste modo, não é possível discutir as implicações da 

conservação deste domínio em L. major. 
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Figura 31. Alinhamento de sequências do domínio TRB e demarcação da posição dos motivos 

O alinhamento mostra o domínio TRB e seus três motivos conservados, CP, QFP e T. Resíduos de importância funcional nos motivos são mostrados com asteriscos e 

inserções de sequências exclusivas de um único organismo são destacadas por triângulos. L. major mostra substituições em resíduos presentes nos motivos T e QFP, e um 

grau de conservação muito baixo ou inexistente na sequência do motivo CP. O domínio TRB foi isolado a partir da sequência dos TERT dos seguintes organismos: Lmaj: L. 

major (AAO67514.1); Tter: Tetrahymena thermophila (XP_001010651.3); Tcru: Trypanosoma cruzi (XP_819198.1); Tbru: Trypanosoma brucei (XP_829083.1) Scer: 

Saccharomyces cerevisiae (NP_013422.2); Trub: Takifugu rubripes (XP_003969013.1); Hsap: Homo sapiens (NP_937983.2); Mmus: Mus musculus (NP_033380.1); Maur: 

Mesocricetus auratus (NP_001268556.1)). Resíduos destacados em preto denotam conservação em todos os organismos e em cinza conservação na maioria dos organismos.  
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A melhor predição de estrutura terciária obtida para do domínio TRB apresenta 

232 aminoácidos no total (resíduos 424 a 656) e foi modelado a partir das estruturas 

cristalográficas do domínio TRB de T. rubripes (4LMO) (HARKISHEIMER et al., 

2013) e do TERT de T. castaneum (3DU5) (GILLIS et al., 2008) (Figura 32A), este 

modelo foi refinado por dinâmica molecular (MD). O modelo obtido após 150 ns de 

MD mostra uma conservação estrutural parcial do domínio TRB quando alinhado 

estruturalmente (sobreposição de Cα) com o motivo de T. rubripes (Figura 32B).  

Após 150 ns de MD, a estrutura apresenta estabilidade energética, como 

mostrado no gráfico r.m.s.d. (root mean square deviation) (Figura 32C). O gráfico de 

r.m.s.f (root mean square flutuation) mostra que a região correspondente aos primeiros 

75 aminoácidos da região amino-terminal apresenta flutuações entre 0,5 e 0,6 nm ao 

longo da dinâmica molecular, comparado com uma flutuação de aproximadamente 0,2 

nm no restante da molécula (Figura 32D). Esses dados mostram que essa região é a 

mais flexível deste domínio. 
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Figura 32. Predição da estrutura terciária do domínio TRB de L. major 

(A) Representação do modelo estrutural in silico do domínio TRB da LmTERT (resíduos 424 a 656) obtido por técnicas de threading a partir de modelos cristalográficos 

previamente reportados 4LMO (domíno TRB, TERT T. rubripes) e 3DU5 (TERT T. castaneum) e 150 ns de simulação de dinâmica molecular (MD). As hélices-α estão 

destacadas em azul, os loops em verde e o β-hairpin característicos deste domínio em amarelo. (B) sobreposição de Cα da estrutura cristalográfica do domínio TRB de T. 

rubripes (4LMO) (verde) e o modelo in silico do domínio TRB de L. major (Cinza). A superposição das duas estruturas apresenta conservação geral da estrutura terciária, 

especialmente na região próxima ao β-hairpin (em rosa em, T. rubripes, em amarelo em, L. major). (C) Root mean square deviation (r.m.s.d.) da simulação de MD executada 

por GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) v.4.5.3 using GROMOS 96 53a6 force field. (D) Root mean square fluctuation (r.m.s.f.) da simulação de MD 

executada por GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) v.4.5.3 utilizando GROMOS 96 53a6 force field. As representações das proteínas em cartoon 

foram geradas com o programa PyMol. 
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Dado que a estrutura cristalográfica usada como molde principal para se gerar o 

modelo tridimensional do domínio TRB de L. major foi a estrutura cristalográfica do 

domínio TRB de T. rubripes, decidiu-se realizar estudos estruturais comparativos entre 

elas. A sobreposição de Cα do modelo predito do domínio TRB de L. major com a 

estrutura tridimensional de T. rubripes evidencia uma conservação estrutural dos seus 

elementos de estrutura secundária. A sobreposição de Cα entre ambas as estruturas 

apresenta um valor de 3,3 Å de desvio quadrático médio (root mean square deviation; 

r.m.s.d). Entretanto, este valor de r.m.s.d. atinge o baixo valor de 1,5 Å na região do β-

hairpin. A sobreposição de Cα do modelo predito do domínio TRB de L. major e de 

domínios TRB cristalográficos de T. thermophila e T. castaneum apresentam valores de 

r.m.s.d. semelhantes tanto para toda a estrutura quanto para a região do β-hairpin.  

4.4.1 Análise estrutural do motivo T em L. major 

O próximo passo foi verificar em que local da estrutura terciária estavam 

localizados os resíduos do motivo T que foram previamente reportados como de 

importância na atividade telomerase, para se averiguar quais substituições presentes em 

Leishmania poderiam ter implicações sobre a catálise enzimática (Figura 33). Os 

aminoácidos que foram examinados são apresentados na Tabela 4. Estes aminoácidos 

causam uma perda severa de atividade telomerase (80-100%) quando mutados por 

alaninas em outros organismos, como T. thermophila e S. cerevisiae (BRYAN et al., 

2000; LAI et al., 2001). Nestes casos, a perda da atividade enzimática provavelmente é 

provocada pela falta de interação entre TERT e TER, principalmente, devido ao não 

reconhecimento do elemento TBE do TER (LAI et al., 2001; ROUDA; 

SKORDALAKES, 2007). No caso de Leishmania sp. essas substituições no motivo T 

talvez expliquem a baixa atividade da enzima detectada in vitro nos extratos do parasito, 

comparados com extratos de T. brucei (CANO et al., 1999; GIARDINI et al., 2011). 
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Tabela 4. Resíduos conservados no motivo T de diferentes organismos, o asterisco denota que o resíduo 

não é conservado em L. major quando comprado com os eucariotos derivados 

Espécie Resíduos 

L. major F626 T627* T639 W630* P642* A643* W646 

T. rubripes F511 Y512 T514 E515 R527 Q528 W531 

T. thermophila F476 Y477 T479 E480 R492 K493 W496 

S. cerevisiae F381 Y382 T384 E385 R397 Q398 W401 

T. cruzi F473 H474* T476 W477* P489* K490 W493 

T. brucei F489 H490* A492* C493* P505* R506 W509 

 

A Figura 33 apresenta em detalhe os aminoácidos representados na Tabela 4, em 

L. major, T. rubripes e T. thermophila. Esta representação estrutural permite apreciar 

que as substituições naturais de L. major se encontram no característico β-hairpin e que 

consequentemente podem alterar a organização geral do motivo T.  
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Figura 33. Modificações no motivo T causadas pelas substituições presentes em L. major 

Ampliação do motivo T em L. major (A), T. rubripes (B) e T. thermophila (C). Os resíduos importantes 

estão mostrados em sticks amarelos em T. rubripes e T. thermophila. Em L. major os resíduos em verde 

estão conservados em relação ao motivo consenso, enquanto os resíduos em rosa não são conservados. 

Pode se ver que as subtiuições presentes em L. major encontram-se no β-hairpin. As representações das 

proteínas foram geradas com o programa PyMol. 

 

 

 Uma das possíveis alterações estruturais que existe no motivo T em L. major se 

dá na formação de uma pinça hidrofóbica que é mediada por aminoácidos aromáticos. 

Em T. rubripes, esta pinça é estabilizada pelos resíduos Y512 e W530 que têm os anéis 

aromáticos das suas cadeias laterais enfrentadas formando uma pinça hidrofóbica 

(hidrophobic pincer) que estabiliza a formação do β-hairpin (Figura 34B) ( JANSSON 

et al., 2015). Em T. thermophila, a pinça está formada pelos aminoácidos W496 e Y477 

que estão numa conformação similar à observada para T. rubripes (Figura 34C) 
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(ROUDA; SKORDALAKES, 2007). Como no caso de L. major existe uma treonina 

(T628) no lugar da tirosina (Y), não é possível se dar a estabilização da pinça 

hidrofóbica por parte destes dois aminoácidos. No entanto, na estrutura de L. major 

(Figura 34A) o triptofano que deveria formar a pinça (W646) está numa orientação 

diferente e se encontra no mesmo plano que um outro resíduo aromático da folha-β mais 

carboxi-terminal (F642). É possível que a estabilização da pinça hidrofóbica em L. 

major seja dada entre estes dois resíduos, sugerindo que o arranjo desta pinça 

hidrofóbica e, consequentemente, o modo de interação com o TER, em L. major é 

diferente do que nos organismos caracterizados previamente.  
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Figura 34. Detalhe da pinça hidrofóbica no motivo T 

Ampliação do motivo T em L. major (A), T. rubripes (B) e T. thermophila (C). Os resíduos envolvidos 

em formar a pinça hidrofobica estão destacados em sticks. Pode se ver que em T. rubripes e T. 

thermophila o triptofano presente na hélice-α mais carboxi-terminal está no mesmo plano que uma 

tirosina presente na folha-β mais amino-terminal, enquanto que em L. major a orientação do triptofano 

está alterada e este se encontra no mesmo plano que uma fenilalanina presente na folha-β mais carboxi-

terminal. As representações da proteína em cartoon foram geradas com o programa PyMol.  
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4.4.2 Análise estrutural do motivo CP em L. major 

Dentro dos resíduos presentes no motivo T que não são conservados em L. 

major (Tabela 4), cabe destacar os resíduos P643 e A644 (Figura 33A). Em T. rubripes 

estes resíduos correspondem a R527 e Q528, dois resíduos com cadeias laterais longas 

que interagem com outros dois resíduos conservados no motivo CP (L381 e C384) 

(Figura 35B) (HARKISHEIMER et al., 2013). Estas interações também estão presentes 

em T. thermophila sendo mediadas pelos resíduos R492 e K493 no motivo T e C331 e 

L333 no motivo CP (Figura 35C) (ROUDA; SKORDALAKES, 2007). A interação 

entre os motivos T e CP têm sido caracterizada como de importância estrutural na 

conformação da superfície característica do domínio TRB, que forma duas cavidades 

chamadas de T e CP pockets que foram propostas como de importância funcional para a 

montagem do complexo e a atividade de telomerase (ROUDA; SKORDALAKES, 

2007; HARKISHEIMER et al., 2013; JANSSON et al., 2015).  

No entanto, L. major não apresenta conservação em nenhum destes aminoácidos, 

e no seu lugar apresenta resíduos com cadeias laterais muito pequenas o que dificultaria 

sua interação com resíduos de outros motivos (Figura 35A). Adicionalmente, o motivo 

CP não apresenta conservação de estrutura primária em L. major (Figura 31), o que 

indica que os aminoácidos que interagiriam com o motivo T também não são 

conservados e que possivelmente a interação entre os dois motivos não exista, ou seja 

feita por outros resíduos em L. major.  
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Figura 35. Detalhes da interação entre o motivo CP e o motivo T 

Ampliação dos motivos T e CP em L. major (A), T. rubripes (B) e T. thermophila (C). Os resíduos 

importantes estão mostrados em sticks. Em L. major o motivo T está demarcado em cinça e o motivo CP 

está demarcado em roxo. Na estrutura de T rubripes o motivo T está demarcado em verde e o motivo CP 

está demarcado em roxo. Na estrutura de T. thermophila o motivo T está demarcado em marrom e o 

motivo CP está demarcado em roxo. Na estrutura de T. rubripes e T. thermophila há resíduos que 

medeiam a iteração entre os motivos T e CP, esta interação não é conservada em L. major. As 

representações das proteínas foram geradas com o programa PyMol. 

 

 

Em termos de estrutura terciária, o domínio CP é formado por duas pequenas 

hélices-α em T. thermophila e vertebrados (ROUDA; SKORDALAKES, 2007; 

HARKISHEIMER et al., 2013). Este motivo é parcialmente conservado em L. major já 

que a hélice mais amino-terminal está conservada, mas no lugar da segunda hélice há 
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uma região desenovelada (Figura 36), diferente de uma região rica em hélices-α, como 

em outros organismos. O elemento desenovelado abrange os resíduos 56 a 76, esta região 

coincide com a região de maior flutuação do r.m.s.f. da dinâmica molecular (Figura 32D), 

sendo que a estrutura primária desta região (RGAAKHTG) está enriquecida em 

aminoácidos flexíveis, contendo duas alaninas e duas glicinas. Três destes resíduos 

encontram-se formando um cluster GAA no começo da região desordenada. Estes dados 

indicam que esta região é altamente flexível. Estes resultados, aliados à reorientação da 

pinça hidrofóbica no motivo T, sugerem uma modificação no mecanismo de interação 

com o componente TER em Leishmania.  
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Figura 36. Detalhe dos motivos T e CP  

Representações em cartoon do domínio TRB de L. major (A), T. rubripes (B) e T. thermophila (C). Em 

T. rubripes e T. thermophila o motivo CP está formado pela junção de duas hélices-α (azul) a segunda das 

quais está muito próxima do motivo T (amarelo). No caso de L. major a segunda hélice-α é substituída 

por uma região desenovelada (Laranja), cuja proximidade com o motivo T (rosa) é difícil de se inferir. As 

representações das proteínas foram geradas com o programa PyMol. 

 

 

4.4.3 Análise estrutural do mecanismo de interação entre o domínio TRB e o 

componente TER em L. major 

Com o intuito de se estudar mais detalhadamente a possível interação do 

domínio TRB de L. major com o TER, foi feito um estudo de docking molecular entre a 

estrutura predita in silico para o domínio TRB de L. major e a estrutura tridimensional 

do elemento TBE de T. thermophila. A informação sobre a possível interação entre o 
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domínio TRB de L. major e o elemento TBE de T. thermophila, cuja estrutura está 

disponível (PDB ID: 5C9H), permite fazer inferências entre a possível interação destes 

dois componentes em L. major já que o elemento TBE de L. major predito por 

VASCONCELOS et al., (2014) é similar ao elemento TBE de T. thermophila descrito 

por LICHT; COLLINS, (1999), tanto em termos de estrutura secundária como em 

termos de sequência de nucleotídeos (VASCONCELOS et al., 2014). 

 

Figura 37. Resíduos do modelo tridimensional do TRBD de L. major escolhidos como alvo para 

docking molecular 

Representação em cartoon de predição de estrutura terciária do domínio TRB de L. major. Os 

aminoácidos escolhidos como alvo para se fazer docking molecular de um único resíduo são 

representados em sticks. Os residuos destacados em laranja são os que apresentaram melhores valores 

energéticos e de HADDOCK score nos dockings moleculares usando um único resíduo como alvo e 

foram usados conjuntamente como alvo para se fazer o docking molecular definitivo (docking1). A 

representação da proteína foi gerada com o programa PyMol.  

 

Para se fazer o docking molecular, primeiramente foram selecionados resíduos 

próximos localizados na região de interação entre o domínio TRB e o TBE em T. 

thermophila, assim como resíduos localizados em regiões próximas. Todos os resíduos 

selecionados compartilham propriedades químicas (aminoácidos carregados 

positivamente e aminoácidos aromáticos) com os resíduos que medeiam a interação 
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entre o domínio TRB e o elemento TBE em T. thermophila (Figura 37). Foram feitos 10 

dockings moleculares iniciais usando como alvo cada um dos resíduos selecionados 

anteriormente e mais um raio de 5,0 Å e a totalidade do elemento TBE de T. 

thermophila.
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Tabela 5. Valores obtidos para cada um dos alvos após o Docking molecular 

Alvo Tamanho 

de cluster 

HADDOCK 

score 

RMSD Energia de 

desolvatação 

Energia de 

Van de Waals 

Energia 

eletrostática 

Energia de 

violação de 

restrições 

Área de 

superficie 

enterrada 

Z-score 

R 463 79 -86.2 +/- 4.1 1.2 +/- 1.1 29.1 +/- 2.2 -38.8 +/- 5.5 -383.8 +/- 20.7 2.3 +/- 0.47 1101.3 +/- 79.0 -2.1 

R 478 47 -72.8 +/- 1.4 9.5 +/- 0.0 26.7 +/- 8.3 -29.3 +/- 2.4 -352.6 +/- 54.5 3.8 +/- 0.44 770.3 +/- 73.3 -1.2 

K 468 77 -88.5 +/- 3.1 5.2 +/- 0.2 31.7 +/- 5.4 -39.3 +/- 5.3 -405.9 +/- 21.5 2.5 +/- 1.14 1329.0 +/- 185.6 -1.2 

R 596 156 -97.6 +/- 3.0 1.0 +/- 0.6 15.2 +/- 5.0 -40.8 +/- 4.7 -361.0 +/- 9.7 2.0 +/- 0.47 922.9 +/- 44.9 -1.6 

R 604 8 -88.2 +/- 18.6 0.9 +/- 0.5 29.0 +/- 4.3 -41.2 +/- 11.5 -381.2 +/- 45.9 2.3 +/- 0.97 1091.6 +/- 221.1 -1.7 

F 612 105 -58.5 +/- 1.9 12.7 +/- 0.2 3.8 +/- 3.0 -39.3 +/- 2.7 -136.7 +/- 9.1 44.6 +/- 0.51 908.4 +/- 52.4 -1.4 

R 623 150 -91.6 +/- 7.1 0.7 +/- 0.4 17.1 +/- 5.9 -43.3 +/- 6.1 -328.2 +/- 38.0 2.0 +/- 0.28 1348.3 +/- 150.4 -1.0 

R647 17 -97.8 +/- 4.1 8.3 +/- 0.6 32.7 +/- 8.7 -38.1 +/- 7.0 -463.8 +/- 40.0 3.0 +/- 0.75 1258.4 +/- 246.2 -1.4 

R 648 68 -116.7 +/- 13.8 0.9 +/- 0.6 35.0 +/- 9.7 -47.9 +/- 8.1 -520.4 +/- 77.3 2.2 +/- 0.22 1351.7 +/- 201.5 -2.0 

R 651 52 -81.5 +/- 2.4 7.2 +/- 0.3 28.8 +/- 4.4 -31.9 +/- 5.4 -394.2 +/- 19.0 3.2 +/- 0.15 961.9 +/- 220.1 -1.3 

           

R 463, K 

468, R 

478, R647, 

R 648, R 

651 

79 -143.7 +/- 3.4 1.1 +/- 0.7 42.6 +/- 4.5 -82.2 +/- 3.1 -535.0 +/- 32.9 28.8 +/- 14.67 2241.7 +/- 106.6 -1.8 
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Os valores energéticos e de HADDOCK score obtidos para o melhor grupo 

(cluster) de soluções para cada alvo são apresentados na Tabela 5. A partir dos 

resultados obtidos para cada um dos resíduos isolados, foram selecionados os resíduos 

que apresentaram os melhores valores energéticos e de HADDOCK score para se fazer 

um docking molecular da região mais provável de interação entre o domínio TRB de L. 

major e o elemento TBE de T. thermophila. Os aminoácidos selecionados foram: R463, 

K468, R478, R647, R648 e R651 (Figura 37) (Tabela 5). Posteriormente, o docking 

correspondente a estes aminoácidos será referido como docking 1.  

 Os valores energéticos e de HADDOCK score obtidos para o melhor grupo (cluster) de 

soluções do docking 1 são apresentados na Tabela 5. Foram feitos outros ensaios de 

docking molecular, usando-se diferentes combinações de resíduos, mas nenhum deles 

apresentou resultados energéticos e de HADDOCK score tão bons quanto os obtidos 

para o docking 1 (resultados não mostrados).  A melhor solução do docking 1 é 

apresentada na Figura 38A, mostrando que o elemento TBE interage com a região 

próxima à região de interação de T. thermophila (Figura 38B) embora a orientação deste 

elemento seja diferente. 
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Figura 38. Detalhe da região de interação entre o componente TBE e o domínio TRB 

(A). Representação em cartoon da melhor colução encontrada no docking realizado entre o domínio TRB de L. major e o elemento TBE de T. thermophila. O motivo T está 

destacado em azul e a região homóloga ao motivo CP está destacada em verde, os aminoácidos preditos de interagir diretamenete como o RNA formando enlace de 

hidrogênio estão destacados como sticks amarelos. O modelo é apresentado com e sem o RNA. (B) Representação em cartoon do detalhe da interação entre o componente 

TBE e o domínio TRB de T. thermophila PDB:5C9H, O motivo T está destacado em azul e a região homóloga ao motivo CP está destacada em verde, os aminoácidos 

preditos de interaginr diretamenete como o RNA formando enlace de hidrgênio estão destacados como sticks amarelos. O modelo é apresentado com e sem o RNA. É possível 

ver que a estrutura da região de interação predita no docking não é conservada em L. major e adicionalmente, que o elemento TBE interage com outras regiões ricas em 

hélices-α e aminoácidos carregados positivamente presentes na estrutura. As representações das proteínas e os ácidos nucléicos foram geradaas com o programa PyMol. 



 

94 

Os resultados do docking 1 permitem inferir que região predita de interação entre o 

domínio TRB de L. major e o elemento TBE não é completamente conservada quando 

comparada com T. thermophila (Figura 38). Os dados do docking 1 também sugerem 

que a interação entre o componente TER e o elemento TBE não é estabilizada por 

aminoácidos das mesmas regiões da proteína em L. major e T. thermophila, já que o 

TBE em L. major parece interagir com aminoácidos presentes na hélice-α mais carboxi-

terminal do domínio que é rica em aminoácidos de carga positiva (Figura 38A).  

Para aprimorar a comparação estrutural da interação entre o domínio TRB e o elemento 

TBE em T. thermophila e L. major foram feitas análises de interações hidrofóbicas e 

eletrostáticas utilizando o programa LIGPLOT (WALLACE et al., 1995). Os resultados 

destas análises são mostrados nas Figuras 39-42 e são sumarizadas na Tabela 6.  
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Figura 39. Análise de interações entre o domínio TRB de T. thermophila e a fita A do elemento TBE 

Diagrama de interações por ligação de hidrogênio (traço verde) e interações hidrofóbicas (pestanas 

vermelhas) entre o domínio TRB de T. thermofila e a fita A do elemento TBE do mesmo organismo 

(5C9H). Figura gerada com o programa LIGPLOT. 
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Figura 40. Análise de interações entre o domínio TRB de T. thermophila e a fita B do elemento TBE 

Diagrama de interações por ligação de hidrogênio (traço verde) e interações hidrofóbicas (pestanas 

vermelhas) entre o domínio TRB de T. thermofila e a fita B do elemento TBE do mesmo organismo 

(5C9H). Figura gerada com o programa LIGPLOT. 
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Figura 41. Análise de interações entre o domínio TRB de L. major e a fita A do elemento TBE 

Diagrama de interações por ligação de hidrogênio (traço verde) e interações hidrofóbicas (pestanas 

vermelhas) entre o domínio TRB de L. major e a fita A do elemento TBE T. thermophila (Docking 1). 

Figura gerada com o programa LIGPLOT. 
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Figura 42. Análise de interações entre o domínio TRB de L. major e a fita B do elemento TBE 

Diagrama de interações por ligação de hidrogênio (traço verde) e interações hidrofóbicas (pestanas 

vermelhas) entre o domínio TRB de L. major e a fita B do elemento TBE T. thermophila (Docking 1). 

Figura gerada com o programa LIGPLOT. 
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Tabela 6. Resumos das interações hidrostáticas e ligações de hidrogênio entre o componente TBE e o 

domínio TBD em T. thermophila e L. major 

Estrutura Ligações de hidrogênio (LH) 
Distâncias 

das LH (Å) 

Resíduos envolvidos em 

interações hidrofóbicas 

    

T
. 

th
er

m
o

p
h

il
a

 T
R

B
D

 (
5

C
9
H

) 

Met235(O)-(N3)Ura5  2,46 

His234; Gly236; Arg237; 

Phe242; Lys243; Leu327; 

Lys341; Pro494; Lys497  

Arg237(NH1)-(N7)Gua7 2,69 

Ser244(OG)-(OP1)Cyt9  2,58 

Asn324(OD1)-(N4)Cyt2  3,26 

Lys328(NZ)-(OP1)Cyt2  2,33 

Lys332(NZ)-(O2')Cyt2  3,14 

Leu333(N)-(O2)Cyt2 3,28 

Tyr337(OH)-(OP1)Ura4 3,00 

Gln338(NE2)-(OP1)Ade3 2,80 

Arg473(NE)-(O5')Ade10  2,87 

Arg492(NH1)-(O2)Cyt2  2,93 

Arg492(NH2)-(N2)Cyt2  2,83 

        

L
. 

m
a
jo

r 
T

R
B

D
 m

o
d
el

o
 i

n
 s

il
ic

o
 Leu467(O)-(N3)Ura15 2,77 

Arg459; Arg463; Ala465 

Ala466; Lys468; His469; 

Gly471; Glu474; Arg478; 

Arg479; Pro514; Lys516; 

Val644; Arg650; Arg651; 

Arg652 

Thr470(O)-(N4)Cyt12 3,10 

Arg478(NH1)-(OP2)Ade13 2,81 

Gln481(NE2)-(OP1)Ade2 3,05 

Leu515(N)-(O2')Ade10 3,00 

Arg647(NE)-(O3')Cyt16 2,75 

Arg647(NH2)-(OP1)Ade17 3,12 

Arg648(NH1)-(OP1)Ura14 2,86 

Arg648(NH2)-(OP1)Ura14 3,02 

Arg653(NE)-(N3)Ade1 3,28 

Arg653(NH2)-(O5')Ade1 2,87 

 

 

A Tabela 6 mostra que a interação entre o domínio TRB e o elemento TBE em 

T. thermophila é mediada por 12 ligações de hidrogênio e 9 resíduos aparentemente 

envolvidos em interações hidrofóbicas, como já previamente apresentado por 

JANSSON et al., (2015). A interação predita no docking 1 entre o domínio TRB de L. 

major e o elemento TBE de T. thermophila é mediado por 10 ligações de hidrogênio e 

15 resíduos aparecem envolvidos em interações hidrofóbicas. Estes dados mostram que, 

embora a interação não esteja sendo mediada pelos mesmos aminoácidos, as interações 
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envolvidas entre as proteínas e o ácido nucleico são similares nos dois organismos. 

Estes resultados reforçam a solução encontrada no docking 1.  

Até o momento, foi mostrado que o motivo CP não é conservado estruturalmente 

em Leishmania e que o motivo T apresenta substituições em aminoácidos de 

importância para estabelecer a interação entre o domínio TRB e o TER. Também, que a 

maior quantidade de aminoácidos que interagem diretamente com o componente TER 

em outros organismos não é conservada em L. major e que a região do motivo CP que 

interage com o TBE em T. thermophila, não apresenta conservação de estrutura 

terciária. Também foi predito que o elemento TBE do TER de T. thermophila pode 

interagir com outras regiões dentro do domínio TRB de L. major. 

A interação entre os motivos T e CP do domínio TRB com a região TBE do 

TER é importante para a definição do limite do molde na telomerase de vertebrados e 

ciliados (CHEN; GREIDER, 2003; JANSSON et al., 2015). Esta definição, garante que 

as sequências das repetições teloméricas sejam mantidas, já que impede que regiões 

além do molde do TER sejam retrotranscritas e adicionadas ao terminal dos 

cromossomos durante a elongação dos telômeros (CHEN; GREIDER, 2003). Como 

mencionado anteriormente, o gênero Leishmania apresenta repetições teloméricas bem 

definidas, compostas pela sequência TTAGGG (FU; BARKER, 1998; CONTE; CANO, 

2005) e o componente TER de Leishmania possui um elemento TBE (VASCONCELOS 

et al., 2014). Isto indica que o complexo telomerase do parasita também possui um 

mecanismo que delimita o tamanho da sequência molde que é inserida nos terminais de 

cromossomos. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o 

mecanismo estrutural para a interação entre o componente TERT e o TBE não é 

conservado em Leishmania e não segue os moldes descritos para outros eucariotos.  
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É possível que o mecanismo de interação entre o domínio TRB e o componente 

TER em Leishmania ocorra em regiões diferentes do domínio, como sugerido pelos 

resultados do docking. Outra hipótese é que outro domínio na estrutura do TERT do 

parasito atue auxiliando neste processo. Tanto ciliados quanto vertebrados apresentam 

resíduos conservados posicionados na região do linker, que estão envolvidos na 

definição do limite do molde no TER (HARKISHEIMER et al., 2013; JANSSON et al., 

2015). O motivo CP2 (Figura 43A) específico de ciliados (R226, Q228, F230, Y231, 

C232, H234, R237 em T. thermophila) faz parte do T/CP pocket e é importante para a 

definição do limite do molde (JANSSON et al., 2015). Nos vertebrados o motivo TFYL 

(T300, F303, L304, Y305 em T. rubripes) (Figura 43B) desenvolve a mesma função 

que o motivo CP2 em ciliados (HARKISHEIMER et al., 2013). Entretanto, nenhum 

destes motivos é conservado em Leishmania (Figura 43). 

 

Figura 43. Motivos CP2 e TFLY  

Alinhamento múltiplo de L. major com ciliados (A) e vertebrados (B), mostrando os domínios CP2 e 

TFLY (os resíduos conservados estão demarcados com asteriscos). Estes domínios não são conservados 

em Leishmania. (Lmaj: L. major (AAO67514.1); Hsap: Homo sapiens (NP_937983.2); Mmus: Mus 

musculus (NP_033380.1); Maur: Mesocricetus auratus (NP_001268556.1); Tter: Tetrahymena 

thermophila (XP_001010651.3); Pcau: Panamecium caudatum (BAB18587.1); Otri: Oxytricha trifallax 

(EJY64832.1); Eaed: Euplotes aediculatus (O00939.1); Mcra: Monoeuplotes Crassus (AAP42378.1)).    

   

Em termos evolutivos e devido à posição basal do TERT de Leishmania sp. 

(Figura 16), estes resultados sugerem que o motivo T e o componente TBE do TER 

apresentam maior conservação nos eucariotos primitivos do que o motivo CP. 
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4.5 Expressão do domínio TRB de L. major em modelo heterólogo 

Com o intuito de se validar experimentalmente os resultados obtidos in silico, o 

fragmento TRB (aminoácidos 408-745), foi primeiramente clonado no vetor de 

expressão bacteriano pET28a+. Porém, após diversas tentativas de se obter o domínio 

na forma recombinante, utilizando diferentes cepas de bactérias e alterando variáveis 

como temperatura de crescimento e concentração de IPTG, o domínio recombinante não 

foi expresso. Por esta razão, optou-se por alterar o sistema de expressão para a levedura 

P. pastoris, que por ser um eucarioto, é mais provável de expressar proteínas eucariotas, 

que não são expressas em sistema bacteriano. Além disso, nesse sistema existe a 

possibilidade de se obter a proteína recombinante secretada no meio de cultura, o que 

garante que ela seja expressa na forma solúvel facilitando a purificação diretamente a 

partir do meio.  

O vetor pPiCZ-α contendo o domínio TRB clonado (Figura 15) foi utilizado para 

transformar bactérias DH5- α, a partir das quais foi obtido DNA plasmidial por mini-

prep. O vetor foi então linearizado e utilizado para transformar P. pastoris da cepa 

Km71H.  

O vetor pPiCZ-α linearizado pode se inserir em diferentes locais no genoma das 

leveduras, fazendo com que os níveis de expressão da proteína heteróloga variem 

dependendo do local de inserção. Assim, um primeiro teste de mini-indução foi 

realizado utilizando-se 4 colônias transformantes (colônias 2, 8, 12 e13). Estas colônias 

foram escolhidas por mostrarem resistência a maiores concentrações do antibiótico 

zeocina, o que indica indiretamente uma maior expressão da proteína recombinante.  

A expressão da proteína heteróloga foi induzida em culturas de leveduras em meio 

liquido, por uma semana, e amostras de sobrenadante do meio de cultura foram 
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coletadas todos os dias. Com estas amostras foi realizado um ensaio de western blot 

utilizando-se soro anti-TERT de L. amazonensis para conferir a expressão e secreção da 

proteína. Como mostrado na Figura 44 (linhas 6, 8 e 9), sobrenadantes de cultura das 

colônias 2 e 8 contêm a proteína recombinante. Os sobrenadantes de cultura das 

colônias 12 e 13 não mostraram expressão da proteína heteróloga (resultados não 

mostrados). O western blot mostra uma banda do tamanho esperado (39,3 kDa) no 

sobrenadante da colônia 8, após 96 e 120 horas de indução, enquanto que no 

sobrenadante da colônia 2, a proteína recombinante é expressa após 144 horas de 

indução. Porém, nessa amostra o soro também reconhece uma banda inespecífica ou 

produto de degradação da proteína expressa (Figura 44, linha 6, asterisco). Por essa 

razão decidiu-se padronizar o protocolo de purificação a partir da colônia 8. 

 
 

Figura 44. Western blot da mini indução do domínio TRB de L. major em P. pastoris 

Amostras do sobrenadante do meio de cultura de leveduras induzidas foram fracionadas em SDS-PGE 

15%, transferidos a membrana PVDF e reveladas usando soro anti-TERT de L. amazonensis produzido 

em coelho e anticorpo secundário anti coelho produzido em cabra, usando método de quimiolumiscência 

por ECL plus. 1: marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific). 2: extrato de bactérias não induzidas (controle negativo); 3: extrato de bactérias induzidas com 

o domínio TEN de L. major (controle positivo). 4: Sobrenadante da cultura de leveduras, colônia 2 não 

induzida. 5: Sobrenadante da cultura de leveduras, colônia 2, 120 horas após indução. 6: Sobrenadante da 

cultura de leveduras, colônia 2, 144 horas após indução. 7: Sobrenadante da cultura de leveduras, colônia 

8 não induzida. 8: Sobrenadante da cultura de leveduras, colônia 8, 96 horas após indução. 9: 

Sobrenadante da cultura de leveduras, colônia 8, 120 horas após indução. 10: Sobrenadante da cultura de 

leveduras, colônia 8, 144 horas após indução. A seta aponta a banda do tamanho esperado (39,3 kDa) 

correspondente ao domínio TRB recombinante, o asterisco aponta a banda inespecífica reconhecida na 

colônia 2.  
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A fim de expressar o domínio TRD em grande escala a partir de cultura de P. pastoris, 

foram realizados vários ensaios, no entanto não foi possível se obter o domínio em 

quantidades suficientes para a realização dos ensaios de cromatografia para a sua 

purificação. Provavelmente a dificuldade para se expressar o domínio TRB de L. major 

em leveduras e bactérias deva-se ao fato dele ser tóxico ou muito instável, por isso em 

nenhum dos dois casos se obteve a proteína recombinante em quantidades suficientes 

para ser purificado.  

4.6 Caracterização do domínio RT de Leishmania sp. 

 O domínio RT mostra maior conservação de estrutura primária no gênero 

Leishmania, o que permitiu usar as sequências do domínio RT das telomerases de 

diferentes organismos para encontrar o gene que codifica a telomerase de Leishmania 

sp. antes mesmo que o genoma do parasito estivesse anotado. E com isso foi possível se 

clonar e caracterizar o gene de diferentes espécies do parasito como descrito em 

GIARDINI et al., (2006). A conservação na sequência de aminoácidos deste domínio 

pode ser observada no alinhamento múltiplo de sequências realizado utilizando-se a 

ferramenta MUSCLE (Figura 45), a pesar de se apresentarem algumas inserções 

específicas de Tripanosomatídeos. O alinhamento também permitiu delimitar os sete 

motivos da região catalítica compartilhados entre TERT e retrotranscriptases clássicas 

(1-2 e A-E), assim como os dois motivos exclusivos dos TERT (3 e IFD) (Figura 45). 
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Figura 45. Alinhamento de sequência múltiplo do domínio RT 

Motivos conservados no domínio RT foram identificados em LmTERT por alinhamento múltiplo de 

sequência utilizando a sequência de aminoácidos do TERT de L. major e TERTs de outros organismos. 

Os diferentes motivos (1, 2, 3, A, IFD B’, C, D e E) são destacados, inserções são denotadas com 

triângulos. Uma sequência consenso é mostrada acima de cada domínio. No motivo 3, asteriscos abaixo 

da sequências denotam residuos de importância funcional conservados em Leishmania e os sinais 

“menos” denotam resíduos de importância funcional não conservados em Leishmania. No motivo IFD, os 

asteriscos denotam o motivo de importância para a processividade do TERT de S. cerevisiae O domínio 

RT foi delimitado a partir de GIARDINI et al., (2006) e das sequências do TERT dos seguintes 

organismos: (Scer: Saccharomyces cerevisiae (NP_013422.2); Tter: Tetrahymena thermophila 

(XP_001010651.3); Otri: Oxytricha trifallax (EJY64832.1); Eaed: Euplotes aediculatus (O00939.1); 

Mmus: Mus musculus (NP_033380.1); Hsap: Homo sapiens (NP_937983.2); Lmaj: L. major 

(AAO67514.1); Tcruz: Trypanosoma cruzi (XP_819198.1); Tbru: Trypanosoma brucei (XP_829083.1)). 

Resíduos destacados em preto mostram conservação em todos os organismos e em cinza conservação na 

maioria dos organismos.  
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4.6.1 Análise dos motivos IFD e 3 

 Os motivos 3 e IFD foram caracterizados em humanos e S. cerevisiae 

respectivamente  como motivos importantes para a velocidade na adição de 

nucleotídeos e a processividade da atividade de telomerase (LUE et al., 2003; XIE et al., 

2010). Dado que a atividade de telomerase em L. major é baixa e pouco processiva, é 

interessante ver o nível de conservação dos dois motivos neste organismo. 

 

Tabela 7. Resíduos do motivo 3 importantes para a processividade do TERT humanos, o asterisco denota 

um resíduo não conservado 

Organismo Resíduos 

S. cerevisiae L482 R686 T493* Q501* I502 F509 

T. thermophila L575 L579* G584 D592 I593 F600 

H. sapiens L665 R669 G677 D685 I686 F693 

L. major V859 R863 R870* D878 E879* F886 

T. brucei V666 R670 Q677* D685 E686* F693 

 

 A Tabela 7 mostra o nível de conservação dos diferentes resíduos do motivo 3 

que são importantes para a processividade da enzima. Em termos gerais, estes resíduos 

são conservados em L. major. Os dois únicos resíduos que não são conservados (R870 e 

E879) (Tabela 7) também não são conservados em T. brucei, cuja atividade de 

telomerase e processividade são maiores do que em Leishmania sp.. 

 O cluster L589, Y590, I591, D592 faz parte do motivo IFD de S. cerevisiae e é 

de importância para a processividade da enzima neste organismo. Este cluster apresenta 

uma conservação parcial em L. major (Y1008, W1009, E1010, E1011) (Figura 45, 

marcado por asteriscos), em T. brucei, o motivo IFD apresenta uma conservação 

similar. Juntos, estes dados sugerem que a falta de processividade do TERT de L. major 

não é devida à baixa conservação nestes motivos. Como não existem dados estruturais 

referentes aos motivos 3 e IFD eles não serão discutidos no ambiente tridimensional.   
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4.6.2 Caracterização estrutural da fração catalítica do TERT de L. major 

Para se compreender o arranjo estrutural do centro catalítico da telomerase de L. 

major e principalmente, se os domínios TRB, RT e CTE adquirem a configuração 

anelar similar à estrutura característica de outras telomerases (GILLIS et al., 2008; 

JIANG et al., 2015), foi realizada uma predição de estrutura terciária dos três domínios 

juntos. O modelo obtido para L. major, foi gerado a partir da estrutura cristalográfica do 

TERT de T. castaneum que é a única estrutura cristalográfica de um TERT inteiro 

resolvida atualmente. O modelo obtido compreende a região que contém a fração 

carboxi-terminal do domínio TRB, a totalidade do domínio RT e a fração amino-

terminal do domínio CTE, correspondendo aos resíduos 502 a 1254. A fim de se 

obterem modelos in silico mais verossímeis, o modelo foi submetido a simulações de 

dinâmica molecular utilizando GROMACS (Groningen Machine for Chemical 

Simulation) v.4.5.3 campo de força GROMOS 96 53 a 6 por 100ns. 

A Figura 46 mostra a superfície das duas estruturas, onde é perceptível que a 

estrutura de L. major está incompleta e por isso, talvez, a cavidade onde se acomoda o 

híbrido de ácidos nucléicos não é tão aparente. Entretanto, a conformação anelar e a 

proximidade entre os domínios TRB e CTE são conservados, o que sugere que os 

domínios do TERT em Leishmania se acomodam em uma conformação anelar de modo 

similar aos outros TERT descritos (GILLIS et al., 2008; JIANG et al., 2015).  
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Figura 46. Comparação das superfícies da telomerase de T. castaneum e de L. major 

Representação da superfície da estrutura cristalográfica de T. castaneum (A) e da predição de estrutura 

terciária de L. major (B). Ambas mostram a conformação anelar criada pelos domínios TRB (marrom), 

RT, (subdomínio fingers em verde e palm em azul) e CTE (amarelo). A cavidade onde se acomoda o 

híbrido de ácidos nucleicos não é tão aparente em L. major, provavelmente porque o modelo não mostra 

os domínios TRB e CTE completos. As representações da superficie das proteínas foram geradas com o 

programa PyMol.  

 

Devido à baixa informação estrutural e funcional disponível sobre o domínio 

CTE e a impossibilidade de se gerar uma predição de estrutura terciária deste domínio, 

ele não foi estudado individualmente no presente trabalho. 

4.6.3 Caracterização estrutural do domínio RT de L. major  

A fim de se estudar a conservação estrutural do domínio RT, este foi isolado da 

dinâmica molecular da predição de estrutura terciária dos três domínios juntos (TRB, 

RT e CTE).  

O primeiro passo foi verificar a conservação estrutural entre o domínio de L. 

major e o de T. castaneum. Para isso, foi realizada uma sobreposição de carbonos α das 

duas estruturas (Figura 47). A sobreposição de Cα entre os dois domínios revela que há 

uma relativa conservação estrutural (2,8 Å de r.m.s.d), e que os dois modelos 

apresentam os mesmos componentes estruturais.  
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Figura 47. Estrutura terciária do domínio RT de L. major 

(A) Representação em cartoon do modelo estrutural in silico do RT de L. major (resíduos 745 a 1195) 

obtido por técnicas de threading a partir do modelo cristalográfico previamente reportado 3DU5 (TERT 

T. castaneum) e 100 ns de simulação de dinâmica molecular (MD). O subdomínio dos dedos (fingers) 

está representado em marrom e o subdomínio da palma (palm) está representado em rosa (B) 

superposição de Cα da estrutura cristalográfica do domínio TRB de T. castaneum (3DU5) (Subdomínio  

da palma (palm) em azul e subdomínio dos dedos (fingers) em verde) e o modelo in silico do domínio 

TRB de L. major (Subdomínio da palma (palm) em rosa e subdomínio dos dedos (fingers) em marrom). 

A sobreposição Cα é muito boa, as duas estruturas compartilham elementos estruturais. As representações 

das proteínas foram geradas com o programa PyMol. 

 

Em seguida, verificou-se se os motivos presentes no domínio RT eram 

conservados estruturalmente em L. major (Figura 48). Para isso, os motivos foram 

destacados dentro da estrutura de T. castaneum (Figura 48) e no modelo de L. major 

(Figura 48). Embora existam diferenças na orientação de alguns dos motivos, é possível 

se observar que os 7 motivos característicos do domínio RT, apresentam conservação 

estrutural. Verifica-se também que tanto em T. castaneum como em L. major, todos os 

motivos estão formados pelos mesmos elementos de estrutura secundária.  
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Figura 48. Conservação estrutural dos motivos do domínio RT em L. major 

Representação em cartoon da estrutura do domínio RT de T. castaneum (A), e de L. major (B). Nas duas 

estruturas os motivos conservados estão destacados na mesma cor e pode se observar que em todos os 

casos estão compostos pelos mesmos elementos estruturais. As representações das proteínas foram 

geradas com o programa PyMol. 

 

Uma região de grande importância dentro do domínio RT é o sítio catalítico da 

enzima. Uma característica própria de todas as polimerases é o uso de íons metálicos 

bivalentes como cofatores na transferência de nucleotídeos estabilizados por resíduos 

ácidos (D, aspartato ou E, glutamato) localizados próximos do sítio ativo (MITCHELL 

et al., 2010). No caso dos TERT, estes resíduos são 3 aspartatos (D), 1 localizado no 

motivo A e 2 localizados no motivo C, que estabilizam um íon de Mg2+ (WEINRICH et 

al., 1997; LINGNER et al., 1997). A importância destes resíduos foi mostrada 

anteriormente, pois a substituição dos mesmos por alaninas elimina a atividade de 

telomerase (WYATT et al., 2010). Adicionalmente, comparações estruturais entre o 

domínio RT de T. castaneum e a transcriptase reversa do vírus HIV mostraram que a 
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localização dos três aspartatos (D251, D343, D344 em T. castaneum) próximos ao sítio 

ativo é conservada, e que sua disposição permite inferir que eles estabilizam um íon de 

Mg2+ (Figura 49A) (GILLIS et al., 2008; MITCHELL et al., 2010).  

 Os aspartatos que formam o sítio ativo são conservados na sequência de L. 

major (D931, D1115, D1116) e na estrutura terciária apresentam uma disposição similar 

à do sítio ativo de T. castaneum (Figura 49B). Estes dados sugerem que o sítio ativo é 

conservado em L. major.  
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Figura 49. Conservação estrutural do sitio ativo do TERT em L. major 

Representação em cartoon da estrutura do centro catalítico do TERT de T. castaneum (A), e L. major (B). 

Os aspartatos [D] que estabilizam o íon de magnésio estão destacados e coloridos em amarelo para T. 

castaneum e em magenta para L. major. A disposição dos glutamatos sugere que o sítio ativo do TERT é 

conservado em L. major. A seta mostra o local onde é estabilizado o íon permitindo a adição de 

repetições teloméricas. As representações das proteínas foram geradas com o programa PyMol.  

 

Estas informações sugerem que o domínio RT de Leishmania sp. apresenta 

grande conservação de sequência primária e estrutural com telomerases canônicas, 
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sugerindo que o mecanismo de catálise é conservado nas telomerases de todos os 

eucariotos.  

4.7 Obtenção do domínio RT recombinante 

 Para se obter informações experimentais, de forma a validar os resultados 

obtidos in silico, a expressão do domínio RT clonado no vetor de expressão bacteriano 

pET28a+ (Figura 14) foi testada em várias cepas bacterianas e condições variadas de 

temperatura e concentração IPTG (resultados não mostrados). Dentre todas as condições 

testadas, os melhores resultados foram obtidos com a linhagem Bl21 Artic Express 

pRIL e indução da expressão da proteína recombinante a 25°C com 1mM de IPTG por 4 

horas (Figura 50, linha 4h P). Os resultados dos testes de mini-indução mostraram que o 

domínio RT é expresso na fração insolúvel do extrato proteico bacteriano, 

provavelmente dentro de corpúsculos de inclusão, semelhante ao que ocorre com o 

domínio TEN (Figura 20) apresentado anteriormente. Por este motivo, as primeiras 

tentativas de obtenção do domínio RT recombinante foram utilizando o protocolo 

estabelecido para a obtenção do domínio TEN (Figura 21). 
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Figura 50. Teste de expressão e de solubilidade do domínio RT de L. major usando E. coli BL21 

Artic Express pRIL  

Extratos proteicos foram obtidos de E. coli BL21 Express pRil expressando o domínio RT, cultivadas a 

25ºC. A expressão da proteína recombinante foi induzida com 1mM de IPTG. As amostras foram 

analisadas a partir de 1, 2, 3 e 4 horas (h) após a indução com IPTG, utilizando-se fracionamento em  

SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie. N.I. extrato de bactérias não induzidas; MPM, 

marcador de peso molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific); 

SN: Extrato solúvel de bactérias induzidas e P: extrato insolúvel de bactérias não induzidas. A proteína 

expressa em fusáo com 6xHis, apresenta peso molecular estimado em 49kDa, apontado por uma seta. 

 

 

As diversas tentativas de purificação do domínio RT usando cromatografia 

líquida não foram bem-sucedidas (dados não mostrados), devido ao fato que o extrato 

obtido era muito viscoso impedindo sua entrada na coluna e consequente purificação. 

Para resolver este problema, foi utilizado um protocolo de recuperação da proteína 

recombinante de corpúsculos de inclusão. Ele consiste em submeter a fração insolúvel 

do extrato bacteriano a várias lavagens com diferentes tampões, a fim de realizar uma 

purificação parcial da proteína. Após a recuperação da proteína a partir dos corpúsculos 

de inclusão, verificou-se que foram eliminados quase todos os contaminantes do extrato 

(Figura 51 linhas 1-4). Assim, essa amostra foi submetida ao processo de re-

enovelamento da proteína mediante diálise escalonada. Como após a diálise não houve 

precipitação da amostra, a purificação e re-enovelamento do domínio RT heterólogo foi 
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verificada por fracionamento em SDS-PAGE, usando a fração solúvel obtida após a 

diálise. Como mostrado na Figura 51 pode se verificar que o resultado do isolamento 

resultou em uma única banda com o peso estimado (49kDa) do domínio RT 

recombinante (Figura 51 linhas 1-4). Este resultado sugere, que o protocolo utilizado 

para o isolamento de corpúsculos de inclusão foi suficientemente eficiente para purificar 

o domínio RT e que ele pode ser re-enovelado mediante diálise escalonada.  

 

 

Figura 51. Purificação do domínio RT mediante isolamento de corpúsculos de inclusão 

SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie. M.P.M: Marcador de peso molecular: Page RulerTM 

Prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific). As frações numeradas mostram os extratos proeticos 

após o isolamento de corpúsculos de inclusão e a diálise escalonada. Os extratos mostram uma única 

banda com peso molecular esperado para o domínio RT (49kDa).  
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A proteína purificada foi em seguida submetida a western blot revelado com 

soro anti-His, para se confirmar se a banda visualizada no gel correspondia ao domínio 

RT recombinante. O resultado mostra que a proteína recuperada dos corpúsculos de 

inclusão é o domínio RT (Figura 52).  

 

Figura 52. Western blot do domínio RT do TERT de L. major após purificação por isolamento de 

corpúsculos de inclusão 

O domínio RT purificado foi fracionado em SDS-PAGE 12%, transferido para membrana PVDF e 

relevado utilizando um anticorpo primário comercial anti-His produzido em camundongo (Bio-Rad) e um 

anticorpo secundário anti-camundongo produzido em cabra, por quimioluminiscência usando ECL plus 

(GE healthcare). A banda reconhecida tem peso molecular esperado para o domínio RT (49 kDa) o que 

permite concluir que se trata do domínio RT do TERT de L. major.  

 

Análises preliminares usando espectrometria de fluorescência estática sugerem 

que o domínio RT purificado está enovelado (Figura 53), pois quando se compara a 

emissão de fluorescência da proteína re-enovelada com a da proteína desnaturada na 

presença de ureia, se obtêm dois espectros de emissão bastante diferentes. 

Adicionalmente, a proteína re-enovelada, excitada com um comprimento de onda de 

295 nm atinge seu máximo de emissão em 335 nm, indicando que os triptofanos da 

proteína se encontram em ambiente hidrofóbico, característico de proteínas enoveladas. 

(MUNISHKINA; FINK, 2007) Testes experimentais adicionais visando a obtenção de 
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informação sobre as estruturas secundária e terciária deste domínio serão realizados 

futuramente.  

  

 

Figura 53. Fluoresência estática do domínio RT de L. major re-enovelado 

Espectroscopia de fluorescência estática dos triptofanos (comprimento de onda de excitação 295 nm) do 

domínio RT da telomerase de L. major (LmTERT) na ausência (linha preta) e na presença de 6M uréia 

(linha vermelha). A emisão de fluoresência máxima do domínio RT se da a 335 nm o que indica que os 

triptofanos presentes no domínio se encontram num ambiente hidrofóbico o que é caracteristico de 

proteínas enoveladas.   

 

5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

O presente trabalho apresenta o primeiro estudo de caracterização estrutural do 

componente TERT da telomerase de Leishmania major. Com os resultados 

apresentados, foi possível verificar que o componente TERT do gênero Leishmania é o 

mais basal dentre os TERTs descritos em eucariotos e que quando comparado com os 
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demais TERTs, a proteína de Leishmania apresenta conservação somente entre as 

espécies deste gênero, contendo substituições características dos TERT destes parasitos.  

Usando diferentes ferramentas bioinformáticas foram delimitados no TERT de 

L. major os 4 domínios estruturais encontrados nos TERT canônicos, que permitiu a 

realização de estudos estruturais individuais de cada domínio.  

O domínio TEN desenvolve a função de interagir com o DNA telomérico e com 

proteínas que se ligam ao DNA simples fita. A conservação da estrutura primária deste 

domínio em L. major é muito baixa, a ponto de que as comparações de sequência de 

aminoácidos entre os diferentes organismos não mostrarem identidade significativa. No 

entanto, foi possível se observar que a região carboxi-terminal deste domínio é mais 

conservada e que os resíduos invariáveis, que constituem o motivo GQ são conservados 

em L. major. A baixa conservação estrutural deste domínio não permitiu gerar uma 

predição de estrutura terciária, por isso, realizou-se a predição de estrutura secundária. 

Esta mostrou que o domínio TEN de L. major é formado principalmente por elementos 

desenovelados e hélices-α.  

O domínio TRB que interage com regiões conservadas do componente TER e 

atua com importante destaque na definição do limite do molde, mostrou a presença dos 

dois seus três motivos, QFP e T. parcialmente conservados em L. major, pois eles 

apresentam substituições próprias do gênero. Com relação ao motivo CP, foi observada 

uma baixa conservação da sua estrutura primária e terciária, o que pode indicar que ele 

não está presente em L. major. O domínio TRB tem sido o mais estudado 

estruturalmente e várias estruturas cristalográficas de ciliados e vertebrados estão 

disponíveis. Estes organismos apresentam uma estrutura do TRB muito similar, com os 

motivos T e CP conservados e coordenando a interação do TERT com o componente 
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TBE do TER. A predição de estrutura terciária do domínio TRB de L. major mostra 

uma conservação geral de sua estrutura terciária. Entretanto, as substituições presentes 

no motivo T encontram-se em posições relevantes na estrutura, tanto para a formação do 

domínio quanto para a interação do domínio com o componente TER. Já o domínio CP 

do TRB de L. major, mostra uma conservação parcial de estrutura terciária, mas a 

região de interação com o domínio T e de formação da superfície de interação com o 

componente TBE do TER não é conservada e está contida em uma região desenovelada 

ao invés de uma hélice-α.  Estes dados reunidos sugerem que o mecanismo de interação 

do TERT de L. major com o componente TER, especificamente a região do TBE, não é 

conservado. Estes dados são suportados por predições de docking molecular feitos entre 

o modelo tridimensional do domínio TRB de L. major e o elemento TBE de T. 

thermophila que predizem que o ácido nucléico interage com a proteína em uma região 

e com uma orientação diferente do observando em T. thermophila.  

O domínio RT, por sua vez, forma o centro catalítico da enzima e mostra uma 

alta conservação com transcriptases canônicas. Este domínio é o mais conservado em L. 

major quando comparado com organismos eucariotos derivados. O RT de L. major 

apresenta todos os motivos de relevância funcional reportados em outros TERT. Estes 

motivos apresentam conservação tanto de estrutura primária como de estrutura terciária. 

Além disso, sabe-se que o sítio catalítico dos TERT é formado por três resíduos de 

aspartato que estabilizam um íon Mg2+. Estes resíduos estão presentes no RT de L. 

major e sua orientação espacial sugere uma boa conservação do sítio ativo.  

Em conjunto todos os resultados estruturais aqui mostrados permitem concluir 

que a maquinaria catalítica do TERT de L. major é mais conservada que a maquinaria 

telomérica que interage com ácidos nucléicos, quando se comparam as mesmas com 

eucariotos derivados.  
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Foi possível expressar dois domínios (TEN e RT) em modelo heterólogo e 

atualmente, os protocolos de purificação estão sendo padronizados. A purificação destes 

domínios permitirá a realização de experimentos de caracterização estrutural e 

bioquímica, como por exemplo, a análise da interação destes domínios entre si, com 

ácidos nucleicos e com outras proteínas, usando diferentes técnicas de biologia 

molecular estrutural (espectroscopia de fluorescência estática e dicroísmo circular, 

termoforese em microescala e ensaios de pull-down).  

Os resultados já apresentados e os que podem ser obtidos no futuro a partir deste 

trabalho serão de grande importância para se entender o mecanismo de biogênese da 

telomerase em Leishmania, assim como para gerar novas informações acerca da história 

evolutiva desta família de transcriptase reversas especializadas. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Fragmentos clonados nos vetores de expressão 

Sequência de aminoácidos da telomerase de L. major. Destacados em cores estão os três 

domínios clonados nos vetores de expressão.  

MSASFPSIPGFAGPLSLKAFLEEYFGLHLTFAVETASPSPRAAATAATPSAAEFRALRDVVLPPNQSFLVVVYVALHASSSPPPTTAH

ASPTPPTPALGRAASATGFERLRQPLTHQTVASSAHDTCMTRCNPADRQNSSWSSSSFAGKHGSTRDPWRASAFRLLYTNTSHRPLTD

ALLRHPWWASFAACLGPAAMGFIEMYCPIVLQLEAMAGGVQVLGPALKHTAFERSFSAAAPSSEMKGPLPQGSGCISSRGVKRALDTR

ECSAPLPLQKQRRVEAPPKAKAGRRLQRGVAPDSRPCRDDPFSSSVNRAAMAATWAAALTRTDVPRTRLYSARISDGDGAGDGSGSAL

PLPAGFLEAQWLRRHPHSLHRALQAALPKRAAYGASTRRYSVGASERGTGCTSVEDIPMWHVTHVFRWLVLQPPQSSADASPTTPPKF

DLPSHLRRLLSTVVDQCSRLDLRGAALKHTGYLEEAFRRQQQGVEPWDVQRLSTPVDVVVSYLRTLLSTLRWAPLKETDNGSFWGRDA

AGSERVLDALMRAVRGWLIAGRHAVFPVSRFLDGVPVAQVPWLNGFYTTAPSLPFPAATSSAARHARRERSHVQQRVWLQFALFLTQD

ILPFLLRASFTITWSSKNTHKLLFFPAVVWRRLVRREVRRTRSCGAPRSQMPLAGESARRIGAEPAALSSAPSACGGVVTAALLTPHS

AVSKASAAIAAPRDVWRAVRTGGALTHRGARATLATRGGGASCLYAGVRFRPDRRKLRPIAVVRSASLRSLKEMARGSPSPYSHASAI

ARLLRRLGCSDTDGQLPAATATLLRRVQARSRHNRRAGVHRFPHPLPPHLPHKAALRDALRCLVSGVEEQRVRDGLPRLSNLSHQDEY

AELRSFCEEVRGRHALLCEGPAGTAPAVSSAPPPGSAACCFAPYVTLVRSDASRCYDNLPQERVLAAVASLVKHDAYRVLRFTAIHAL

DGEGACRGGCLLRRTFTTRTIPCAEAECGVLARIPRGHIYWEEEEEGHTQGGLHTTAAVSRTTDANRRCGANLISGAAVRALLSEHIR

HHLVVVSGGSLFEQRVGILQGSPVAMLLCDRLFSDVVDTALSGILSEHAERSLLLRRVDDVLVATTSPAAAERCLRAMQCGWPSVGYV

SNPSKLTLSTACGRLVPWCGLLLHDTTLEVSVEWRRIGVLLASLRVGDPHYVHRGDHDPLYLTQRFLAVLQLRVAPTALCGRMNSKTR

QLQTFYEVGLLWSRVVLEKVQEALPVARNRCVAVLLLRPLAVCVGRLCRLLSGHQRFLAARQSACDVSAAEVRACVLTALHRTMQAKL

RVLQARTVCVVTAQRGRTPRGTSLKGRRNHFCSHEALSAGRKCCERRRKGRNRRRNTRVCLRSFWWLAAAEVESQWRRSLSALHRAAP

RLGEARGPTALSPSPGASASLLMDDGPLSMHARALSATRLSQT 

Domínio TEN 

Domínio TRB 

Domínio RT 
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Anexo 2: Sequências utilizadas para se fazer o cladograma 

>AAO67516.1 telomerase reverse transcriptase [Leishmania amazonensis] 

MSASFPSIPGFAGPLSLKAFLEEYFGLHLTFAAETASPSPRAAATAETPSAAGFRALRDVVLPPNQSFLVVVYVALHASSSPPPTTAH

ASPTPRNTGSRVALRPPRGSAGFRQAAWPIRRRYRQAHDTCVTRCNPSDRQNPFCLSSSSTGKNGNARSPWCASASWLLYTNTSHRPF

TDALLRHPWRASFSACLGPAAMGFIEMYCPIVLQLEAMAGGVQVIGPALKHVALETSFSATAQLSEMKGLPPRGSASVSSRGVKRAVD

TGECSAPLPLQKQRRVEAVASPPKAGRRLQREVAPSHRPCRDDSFSSPVNRAAMPATWAAALTRTDDPRTRLYSVRVSDSDCTGDGGG

ALPLPAGSLEAHWLPRHPRSLHRVLQAALPKRAAYGASTRHYCAGTGERGTGCTSVKNISMWHVAHVFRWLVLQPSQSGEVAFQTTSP

KFDLPSYLRRFLSTDVDQCSRLDLRGAALRHTGYLEEAFRRQQQGVEPWDVQRLSTPVDVVVSYLRTLLPTLRWAPLKEANNGLFWGR

DAAGSERVLDALMRAVRGWLIAGRQAVVPVSRFLDGVPVAQVPWLNGFYTTTPSLPFSDATSSASRHARRERSQVQQRVWLQFVLFLT

QDILPFLLRASFTITWSSKNTHKLLFFPAFVWRRLVRREVRRTRSCHAPRSQMSLAEERTRMSGADHAALVSAPNACGGAVAAAFPSP

HSAASNASAAISAPRDEWRAVRTGGALAHWSARATLATRGGGASCLYAGVRFRPDRRKLRPIAVVRSASLRSLKEMARGSPSPYSHAS

AIVRLLRRLGCSDADGQLPAATATLLRQVQARSRHNRRTGVHRSAHPLPPHLPHKAALQDALRCLVSGVEEQRVRDGLPRLSNLSHQD

EYAELRSFCEEVRGRHAIPCEGPAKTTPAVSSASPPGATACFAPYVTLLRSDASRCYDNLPQGRVLAAVRSLVKHDAYRVLRFTVIHA

VDSEATCKGGCLLRRTFTTRTIPCAEAECGFLARIPRGHIYWEEEGRTPTGPHTSAAVSRTTDASSRCGANLISGAAVRALLSEHIRH

HLVVVSGGSLFEQRVGILQGSPVAMLLCDRLFSNVVDTALSSILSEHAERSLLLRRVDDVLVATTSPAAAERCLRAMQRGWPSVGYLS

NPSKLTLSKACGSLVPWCGLLLHDTTLEVSVEWRRIGVLLGSLRVGDPHYVHRGDYEPLYLTQRFLAVLQLRVAPTALCGRMNSKTRQ

LQTFYRVGLLWIRVVLEKVQEALPVARNCCVTVLLLRPLAVCVGRLCRLLTRHQRFLAARQSACDVSAAEVRACVLTALHRTVQAKLR

VLQARTVRAMTVQSGRTQRGPSLKGRRNNFCSTKASSVGRKGCEQRRRGRNRRNTRVCLRSFWWLTAAEVESQWRRSLGALYRAAPRP

GEACGSTASSPSPAASASLLMEDGPLSMHARALSATRLSQT 

 

>AAO67514.1 telomerase reverse transcriptase, partial [Leishmania major] 

MSASFPSIPGFAGPLSLKAFLEEYFGLHLTFAVETASPSPRAAATAATPSAAEFRALRDVVLPPNQSFLVVVYVALHASSSPPPTTAH

ASPTPPTPALGRAASATGFERLRQPLTHQTVASSAHDTCMTRCNPADRQNSSWSSSSFAGKHGSTRDPWRASAFRLLYTNTSHRPLTD

ALLRHPWWASFAACLGPAAMGFIEMYCPIVLQLEAMAGGVQVLGPALKHTAFERSFSAAAPSSEMKGPLPQGSGCISSRGVKRALDTR

ECSAPLPLQKQRRVEAPPKAKAGRRLQRGVAPDSRPCRDDPFSSSVNRAAMAATWAAALTRTDVPRTRLYSARISDGDGAGDGSGSAL

PLPAGFLEAQWLRRHPHSLHRALQAALPKRAAYGASTRRYSVGASERGTGCTSVEDIPMWHVTHVFRWLVLQPPQSSADASPTTPPKF

DLPSHLRRLLSTVVDQCSRLDLRGAALKHTGYLEEAFRRQQQGVEPWDVQRLSTPVDVVVSYLRTLLSTLRWAPLKETDNGSFWGRDA

AGSERVLDALMRAVRGWLIAGRHAVFPVSRFLDGVPVAQVPWLNGFYTTAPSLPFPAATSSAARHARRERSHVQQRVWLQFALFLTQD

ILPFLLRASFTITWSSKNTHKLLFFPAVVWRRLVRREVRRTRSCGAPRSQMPLAGESARRIGAEPAALSSAPSACGGVVTAALLTPHS

AVSKASAAIAAPRDVWRAVRTGGALTHRGARATLATRGGGASCLYAGVRFRPDRRKLRPIAVVRSASLRSLKEMARGSPSPYSHASAI

ARLLRRLGCSDTDGQLPAATATLLRRVQARSRHNRRAGVHRFPHPLPPHLPHKAALRDALRCLVSGVEEQRVRDGLPRLSNLSHQDEY

AELRSFCEEVRGRHALLCEGPAGTAPAVSSAPPPGSAACCFAPYVTLVRSDASRCYDNLPQERVLAAVASLVKHDAYRVLRFTAIHAL

DGEGACRGGCLLRRTFTTRTIPCAEAECGVLARIPRGHIYWEEEEEGHTQGGLHTTAAVSRTTDANRRCGANLISGAAVRALLSEHIR

HHLVVVSGGSLFEQRVGILQGSPVAMLLCDRLFSDVVDTALSGILSEHAERSLLLRRVDDVLVATTSPAAAERCLRAMQCGWPSVGYV

SNPSKLTLSTACGRLVPWCGLLLHDTTLEVSVEWRRIGVLLASLRVGDPHYVHRGDHDPLYLTQRFLAVLQLRVAPTALCGRMNSKTR

QLQTFYEVGLLWSRVVLEKVQEALPVARNRCVAVLLLRPLAVCVGRLCRLLSGHQRFLAARQSACDVSAAEVRACVLTALHRTMQAKL

RVLQARTVCVVTAQRGRTPRGTSLKGRRNHFCSHEALSAGRKCCERRRKGRNRRRNTRVCLRSFWWLAAAEVESQWRRSLSALHRAAP

RLGEARGPTALSPSPGASASLLMDDGPLSMHARALSATRLSQT 

>XP_819198.1 telomerase reverse transcriptase [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 

MSSTFPIVPGYDGPWSLKDFLQRYFFVRLRFEASPPTCFVPPNNERVLFVRPTGGFAVVMYASLSAPPPPPPPPAPLLVTTGEGEFAS

KGHDLLPRATSLTPHGRPLTSSLLRFPFWNSLFTQLGPAAVSFILAWCPVVVQFEPNGGGLQVLGPPLKNAVPRAVNRQRGPGWTGSR

KMGRYERNAQHRILQGSPSESLISSLYRLNVSRLPLIGEAPLCTFAEIDRRVNPRLSKLWQEHHGGMGAAPSSCRCSVTAGAVPMPCA

DACSVLAVSRELVHLVFPYTLSINVDGDNTVKMASVERHLTHVLHCVLSGVCQMNFRGAAIKHTGFLEERSLSFNHVRPRGEAGACAA

FPVSELTVPETIMTSYLHSLLGGIWWRAPQATERVNFWGEALVLERLCAITLSWLQCGRHENFPLSHFLHQIPVAKLPWLRGFYTRGS

GRRRRSMIQQRVLLQFFFFLFQHVVPFLVRSSFHVTWSSKKPNAFLFIPKSVWIRLVSRELRQVCLRRRRRTKRERDGDGAPQPMALP

PMALERLTSDNIVGLKIPPGKDAVPAGTTAAPLLYSSIRFLLDQRKLRPIARVRFANARWLLKMADGLCSPATPSVCNFSGRAVASTT

QTKRSSAVSPNATVLRGALRCLLAGLAEQRVGSSLVKFTNISHQDEYAEVRSFVEGARNFFHHPLLASTPVPSAAPVESSAVVTMVRG

DAARCYDCLPQEAVMNTVRRLLPHEFYHTLSFTAVAPLAGGRGTANVEEVGGQGWKRAEEDAPSVGVLLHRRVKLQTVSGKCVQNGTL

PGIPKGWIMYEEPTPPSESVMRGDEMRTVLGQHLQKHLVVIEGRLYSQGVGITQGSAVAMLLCDILLETVDHSLSNILSQHEEPALLL

RRVDDVLVVTLSPVAAARCDVALRHGWPEVGFFCQDEKLRCTTVALIPWCGLLWNPQTLEFSVEWRRLSSLLPHIASRPMTGNEPLHC

SLRLMSILCLRTPLTVLCRRINTKTRVVQTLCEIGFLWSRFFLKKLLQNAMFIRPHVRVLLRPLALAIASLRRLIRRQKGYLERLGSF

CDVTDEEIRLCVLFTLHHTLQEWLPRMISQIRRRREGLKQFFLLISALVRRKMRAALLMDGASCEGDDEHIAASRGGSHGVAAAAAVN

EDDDVGKLLLAEGDDTVIVRALAAVRFPPSRAFTHGENLWRLSEDPTGGRLKNKKILLPTVLK 

>XP_829083.1 telomerase reverse transcriptase [Trypanosoma brucei brucei TREU927] 

MAQMFPSVPGYDGPFSLKDFLHNYIGLQLRWSTPQENSTTLPPSNSNVVVVPPTGNFHVVVYVSRSAPPPQRSVRSVAVLSSCSNKMD

GDHPQPSVPTHFHGRPLTSSVLKHPFWDALFSQIGPTAVSFIVLWAPIVVQFEASGGGLQVLGPPLKRSASCAVKRQPGAGWWEGKLK

VSRTETLTQNDPHCFCIEGTSSPVALYRLNVPRLHLVEQSPLRSTADARHAVTLILEQLWIEHHKSSCSPSSDRDISQRLCGVATGSA

TNCCGDSCVVLAQARNQVNAVFPYTLLPVHDDAVSGNGTVKEYLIHVLHCALGSVCRMNIRGAAIKHTEFLEKRGKSVTSISQKAQTA

GQENKMRAIPVGELTVPEPVVASYLETLFNMMWWRVPPRFVGGAVTADRVKFWGEEGTVLTRLREVTVDWLCCGRHEVFLLSHFLDGV

PVSRIPWLRGFYTKEPARKRRSMIQQRVFLQLVLFLYQCVVPFLIRRSFHVACTSKSPYIFFFIPRAVWVRLTRREMRRVCIRRVKRM

RSDTLSDPQMRGHAGLPPMALERVTSEGLMQLIGPSSQPVGDDSGGVSDVCKLRDSSSPLLYSDVRFLVDGSKLRPIARPRFGWQRSL

LKAADGVGSSTLASALAKAGKYLATDGKAMWPSPNSAVLRDALRCLDAGVEERRITTGARQRAIGSHNDEYIEVRSFIQCARQFCTIP

TLVQGETSAALLADATAVTMVRGDAARCYDHLPQEAVVNIMRGLVTHETYYSLKLTVVTLTTVKNVSKKTRSSHAESQLSSMKETNGS

TVKHRKLQLSKRVKLVPGRYVQEGVLYGIARGCIAYEEQSVGSDSLVSGEEIRSVLQKHLQSHLVMLNGKMYIQRMGINQGSAVAMLL

CDQLLERVDAALSSILSEHEEPALLLRRVDDVLVVTLSRAAASRCEDALRSGWSEIGFFCQEEKLRRVTCGQPVRWCGLLWDPVTLEF

AVDWARLAKMMPYLAVRPRTGCEPLLSSLRFIRILRLRTPMTALCRQINSKSRVVQTLYEIGLLWSRFFLDKLKANAAFFRPHVRTIL

QPLALATATLRRLVRKHSFDLQRLGSFCDVTDVEVRLCISAALYHTLHQRLAFMIGRMSSVGKKKFLILMTAVLKRKMGELGSRINRN

NQMESSLPSAADLLLVEGGDGVVSRGLAAVRFRPVETVRFQGCATRSA 

>AAK60396.1 telomerase reverse transcriptase [Cryptosporidium parvum] 

MSVLKGALAVLMKQEVLTLGEYLEQKRKIRVFKEEGLYNDSSGELRRLLEETLILEDPSIPKALKEGFLGLRELTFNSLDNSLDINGD

RRKLLGINIEKLLEWSSILGQNYFSSPRNQSSMSSGKRSRNTEYNETLSPSFITDQIKNIIPDSEKDSLTYQVQDFELLLRKHFPRIR

IFHSGSYSGLRTSFDTIKPKKYSFCNSTLYKFQNLHAWNTLLSKIGPIEILFLFVCCIIFRILGDHSEILIQQAGRMLTNDFLEELAR

LYETGPKKTNSFVSSSSLTPILTIEEKEEVKPLDETPRQVNKRSGGIIKDSRLSKIYKIDIPYRSTFLYCDHFSKRGGLPCLSVLRLL
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PPNLLGARTLLRFIIQTDHIFKDHNRQSLIGLLGSYEMTKFSRVKCKLASAMMEEFQNLLLNIRNTSPVNFLDQICPIEPIKDSDLQN

FNKLPIPCFETSSTRVVNFLRLYLIKVLPKNILGTFKNFKTFINKKIPIIVNLHIRETFKIQHAMNGIEVSNWVNRILEEKSYQFIKE

SKNLINSNQRSKKVPNNKTRSSIKKSLISLGKTYLARNIYFLIVYLVFPILRRHFYATEIEGSNKVRYFRHPVWIKIVRQADKWYLES

ILKGIQSKDYIMNLSSIQEISKLIDKNSEFSENIPKIRWVPKSKGLRPLINLSKVGSGQILQQNLERDHTCEEKKKIGFCDCNSVWTG

GDLPTSWINNNYYYNYFNSNGNNGIVGNNHNYGHINNIGGKNFTSFSSQNCQIMTPPGRLGVGLGFGNYNIGIGINSGSSVPTTPINK

VMRRPSSNRIIDIRRPSTNNMLFYPSKILRSFLLRMTGKNHLGASLVQFGDIYKIIKNWWIKNRRDKQQFQMNEDFYQNQGKKMSHVK

IYIIKADLVNCFENINKSKIFEFLDVISLPNEISLLSLYSRALSKTTIIPPFDNMNRDSYQDELGRSCIITSKGKLNMVPIFEKDHDE

DQKVVKSKIKRIIGPDLDELLWNLKNSCLSNKDLSILGQKKAEIFTFLNSRRVINWKLVKEIIKIHLNTSFFRLRTCSKSLRLIKSKQ

LGNSIKFGKRFLSLFKQDFGIPQGSSISYILCCLYYNFLDLNPEIQNLLGHSFFSSSYISLSFLNPIKQEKVQLLDPTEKDLFSQHDL

ETGLSRYPEFKENEINIYNTSTSKKRRLEISEYNINAKSVLLQPSEEFNNNINNQNCQIRANLKSYDQESPSQSNKQESLLLRWVDDF

LFLTSDLESAKKFLKLLYIQKLWGSNVSKDKINSNFPWIDHNNEIIILEEDDVLLSSPSSSCSSSCSSSSSSSSSSSSSSSSSSSFPP

STECTSSPVEKRINTNKSEKDCQNEKEMINKAKIALKQFHKQVSWTGMKFSSEYSYLNCMVSPWKNLEFICVMDTVTLTTKHQFTSNY

SNFHRFKSTTISENLQKSNYMWSVLGIKLIRYFDFRIKNGLLYDCKINSLFTVSFKYNSTNNQPIN 
 

>EAA16235.1 TERT gene, putative [Plasmodium yoelii yoelii] 

HIELKWKDSKKLENKFILKKKKLFYNTKQLKIIYKNNLTQNVNLQKKNSNQTDLTKEPEITGTTNLVSQKNNSNIYDPNERDNNMXIL

NNSKNKRDNEKRDNEKRDNEIDHMRKSKKIKTFHNTIEMKENKPLICSEKYMEKLKHLKKIYKYLLKKKSNKTYFKIHDSHSYIRYLY

LIQCSGGILKNECLKEMKEIIKKKKEILRNEKKNKTIQNLQNVQNVQNVQNVQNHIIEMENNGLHKIDTSQKIKLKKKQLPNIYFFHN

NDKNENRHFNNVTDSLNMTNYEMRTEKETKMLNDKKKWNKIIINRNNILQHNTTNKYKNFLFNKNMIFDKLENVPLFIYHLLNYICTS

NQKYFFHNNFIDEYKQKILKQIKCNTKKNDISHFVYKKEDTKTCNIVKEGNNNKGKNIYFRIKKTKILKYIYYHFSEFLNNVRNTKFE

KIYNKFFPKKIMKNKIAKIFKTIKSIIIKKFHIINVRKNRKFIRQQMYDYFFKNYDFLSFSFKTYKVIDFIVHVTKMCVPIKLLGSRY

NFKIFLNNVKKFILLNYKESFSMDQIMKHVKVKNIFKKQKNTENNKKNIPDESNMITPMNNILIEPFKKDISKCSSYNLNDHKKISDD

KQNRFMKYSSKNISLFQELKRKYFDKKKKIILAIQKRHFLSRLIYFIFNYFIMPLMRNFFFLTKSEHTIYRTIIFDRKLWNYFTKVSN

FCLYHQNFRNKKIKKIKESKPKKVHHMLKKQDIEQHLNQLKLLKKKKKKLLSKRNNSINVVKSIENKETGKDKNTKNTLFKDKIIKKG

NIIMCKEIGKVKKEKKKRLSECKKIDNLYKIKVLNKKNVRPYLKKFYYKIRKKYFSLKKYYIKNNKNITPTMLRNYKEYINYMNDKKF

LFIYMGKRFFKKKKVNYIKLFYKLVTKIEKKINKMQCKNSVKRKRKISEIEQMEIKSKKKSPSCIVPNPDLVHNQRKRGGRQLNTKIM

GKRKRSDNGNGEKNVNKVYMHKIKNMIEKRNFLLKLNCINNFFSKKLRINWIPKKKGLRPLINLSTLNIPESVKARVTEILKNKKSSE

FYYHNILENLERKKEKNNPLRKKKYNRKNYNPVSLNNICKFSLKCLGNARSNNSCLFKNTLTKTNEIELKLKNWLEDIKNCFYRKKIY

RKYIKNKLRNNKIIYAYICVGDFSNCYEHINHNYLFKFLKHFFDQVSNFEFVYLFKRSFRLYNKTINNSLLSYYPVNVKHFGMHYIRN

LREVIIKSNKNTIHNFLLKQLFKNASNTDLYIFSDSYKSVQVEKRDIFMTIITIIRYYYLNIYFTIKELKLNKNNIFYFQIFQKNTKI

KNNVYFKLKNKKIFQTIHQFHQNKFSSLEPIEKDISNNMLEKDISNNVLEKNISNNVLEKDIANNVLEKNISNNVLEKDDQNNKIEKS

PHRELNNSINDSIIKPISELNKEPKANDINSSFPFRSNSTCISTSVENGSQFFGSILNSNLNNKKNDVAKNGMAKNGMAKNDVAKNGM

VTNCDNVNNTPDIGDHNIKKENNLVILQNDRERTLPIPQPNESFNLGDKTETNKIYSEKKILTFLDKNIISNICGLPQGFSLSNILCS

LYYAYLDKNKEFQNILYIERKESNKTNNSINKKIYCNPLNTNSLLIRFIDDFLFSTLNKKNIRIFKNLLLKRKIWGENINSSKTKIFK

IPLIYKNNLFIYNIWDKQNKEKKKKKKKLKKLSRNIFLRNNNKLSSSKLKSSLLDTSKSNSNIIKNQKNEQICNYTDLQKLKIDRVKP

QQVCNKPIKINPDKKKVGNENIKTIVNGQKNEKNKNKLKLRKNKYSKLKICQIKKVIKTLCIKKVKLKEKFPEKGHKIQKHIKRLKKL

KKQKIKKMEKGIGESSYINATQSIRSIEWLNNSYIFDFINNSIHSISYPWKNKNDATIRNHIHLNNIIGEKCNKISFMKFLVENRIMR

NVISKQKKYISLYKNKQNVYFCYKNNFILLKTSILKFICSIKTLKHMFNTFYNPIYNTKFILHLISYMKKCLIKNKNLKFVKLFLIET

AIESLQYAKVFHQNHFMFRCLKVLKKIKKRLINKYKKIKKNKLLIQYRNMFNVIRRELFNSWPCMFKLREAAEGRKKSKPQRRRIEK 

 

>XP_001010651.3 telomerase reverse transcriptase [Tetrahymena thermophila SB210] 

MQKINNINNNKQMLTRKEDLLTVLKQISALKYVSNLYEFLLATEKIVQTSELDTQFQEFLTTTIIASEQNLVENYKQKYNQPNFSQLT

IKQVIDDSIILLGNKQNYVQQIGTTTIGFYVEYENINLSRQTLYSSNFRNLLNIFGEEDFKYFLIDFLVFTKVEQNGYLQVAGVCLNQ

YFSVQVKQKKWYKNNFNMNGKATSNNNQNNANLSNEKKQENQYIYPEIQRSQIFYCNHMGREPGVFKSSFFNYSEIKKGFQFKVIQEK

LQGRQFINSDKIKPDHPQTIIKKTLLKEYQSKNFSCQEERDLFLEFTEKIVQNFHNINFNYLLKKFCKLPENYQSLKSQVKQIVQSEN

KANQQSCENLFNSLYDTEISYKQITNFLRQIIQNCVPNQLLGKKNFKVFLEKLYEFVQMKRFENQKVLDYICFMDVFDVEWFVDLKNQ

KFTQKRKYISDKRKILGDLIVFIINKIVIPVLRYNFYITEKHKEGSQIFYYRKPIWKLVSKLTIVKLEEENLEKVEEKLIPEDSFQKY

PQGKLRIIPKKGSFRPIMTFLRKDKQKNIKLNLNQILMDSQLVFRNLKDMLGQKIGYSVFDNKQISEKFAQFIEKWKNKGRPQLYYVT

LDIKKCYDSIDQMKLLNFFNQSDLIQDTYFINKYLLFQRNKRPLLQIQQTNNLNSAMEIEEEKINKKPFKMDNINFPYYFNLKERQIA

YSLYDDDDQILQKGFKEIQSDDRPFIVINQDKPRCITKDIIHNHLKHISQYNVISFNKVKFRQKRGIPQGLNISGVLCSFYFGKLEEE

YTQFLKNAEQVNGSINLLMRLTDDYLFISDSQQNALNLIVQLQNCANNNGFMFNDQKITTNFQFPQEDYNLEHFKISVQNECQWIGKS

IDMNTLEIKSIQKQTQQEINQTINVAISIKNLKSQLKNKLRSLFLNQLIDYFNPNINSFEGLCRQLYHHSKATVMKFYPFMTKLFQID

LKKSKQYSVQYGKENTNENFLKDILYYTVEDVCKILCYLQFEDEINSNIKEIFKNLYSWIMWDIIVSYLKKKKQFKGYLNKLLQKIRK

SRFFYLKEGCKSLQLILSQQKYQLNKKELEAIEFIDLNNLIQDIKTLIPKISAKSNQQNTN 

 
>EJY64832.1 Telomerase reverse transcriptase (macronuclear) [Oxytricha trifallax] 

MSAKKPVQSKLNIGNPTIPVTSNRSTAPKPVPGQPQFVNQEKKQQSQNTTTGAFRSNQNNANSGGNGNFELDDLHLALKSCNEIGSAK

TLFCFFMELQKINDKIPSKKNTELIKNDPQFQYFCHNTILCTEQSYDEKTIEKLAKLEYKLEYKNSYIDMISKVIKELLIENKLNKLQ

TFGYKLVNNEFGNQNHLGMMQQNQDSSHNSNFMVKCDYINLNKQCMITKNWEKVYFYLGDHLFMHIYKEYMIFLKTRDESLVQISGTN

IFCYLNEKLGRLQAAFYEGPNKNAANSAAQGSNPEANDLISAEQRKINTAIVMKKTHKYNIKAADESYLTNQEKGFWDDQIKRNRLFY

CAHQNRFFQKHILNSKTLSQQQIRDNIYKEVFGFNRVRAELKGKVMSIIEQVIVNQKKFDFKYYLSKNCPLPENWKNLKKSFLEDAAV

SGELRGQVFRQLFEYQQDQRQISNFLTEFVANVFPKNFLEGKNKKIFNKKMLQFVKFNRFESFTKISLLNKFRVNEVSWLSFKCKDEN

KKFFMNENEHVFFKVLKWVFEDLAITLMRCYFYSTEKAKEYQRIFYYRKNIWNMIMRLSIDDLLKQNLKQVEKKEMRIFCESQNFAPG

KLRLIPKGDTFRPIMTFNRKIPNQVGKFQSRMTTNNKLQTAHMMLKNLKSKMFKHSFGFAVFNYDDIMKRYENFVQKWKQINSPKLYF

VAMDIEKCYDNVDCERVVNFLQKSDLMDKEYFILNTFVLKRKNNIIVERSNFRKLPIKQYFRYKFQKIGIDGSSYPTLFEILEDEFND

LNMKRTIIVEQEQRKKFPKNDLLQPVLKICQNNYVTFNKKQYKQMKGIPQGLCVSYILSSFYYANLEENALQFLRKESMDPEKPEINL

LMRLTDDYLLMTTEKNNAMLFIEKLYQLSLGNFFKFHMKKLKTNFALNLQKIGCTNTTQDIDSINDDLFHWIGISIDIKTLNIIQNIN

IKKEGILCTLNVNMQTNESILWLKKKLKSFLMNNISFYFKSTINTKQFANITLSKLYIAAAEKYVACCQEFKRFHENTSLGGQNIDIK

IIHIIYVVIRSFFKYLVCNVKSPVFERDDYQQFFIYSLKFFITRFKQQKNEFAGVYKILKAKEKKLEVAKIEFQIQ 

 

>O00939.1 telomerase reverse transcriptase [Euplotes aediculatus] 

MEVDVDNQADNHGIHSALKTCEEIKEAKTLYSWIQKVIRCRNQSQSHYKDLEDIKIFAQTNIVATPRDYNEEDFKVIARKEVFSTGLM

IELIDKCLVELLSSSDVSDRQKLQCFGFQLKGNQLAKTHLLTALSTQKQYFFQDEWNQVRAMIGNELFRHLYTKYLIFQRTSEGTLVQ

FCGNNVFDHLKVNDKFDKKQKGGAADMNEPRCCSTCKYNVKNEKDHFLNNINVPNWNNMKSRTRIFYCTHFNRNNQFFKKHEFVSNKN

NISAMDRAQTIFTNIFRFNRIRKKLKDKVIEKIAYMLEKVKDFNFNYYLTKSCPLPENWRERKQKIENLINKTREEKSKYYEELFSYT

TDNKCVTQFINEFFYNILPKDFLTGRNRKNFQKKVKKYVELNKHELIHKNLLLEKINTREISWMQVETSAKHFYYFDHENIYVLWKLL
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RWIFEDLVVSLIRCFFYVTEQQKSYSKTYYYRKNIWDVIMKMSIADLKKETLAEVQEKEVEEWKKSLGFAPGKLRLIPKKTTFRPIMT

FNKKIVNSDRKTTKLTTNTKLLNSHLMLKTLKNRMFKDPFGFAVFNYDDVMKKYEEFVCKWKQVGQPKLFFATMDIEKCYDSVNREKL

STFLKTTKLLSSDFWIMTAQILKRKNNIVIDSKNFRKKEMKDYFRQKFQKIALEGGQYPTLFSVLENEQNDLNAKKTLIVEAKQRNYF

KKDNLLQPVINICQYNYINFNGKFYKQTKGIPQGLCVSSILSSFYYATLEESSLGFLRDESMNPENPNVNLLMRLTDDYLLITTQENN

AVLFIEKLINVSRENGFKFNMKKLQTSFPLSPSKFAKYGMDSVEEQNIVQDYCDWIGISIDMKTLALMPNINLRIEGILCTLNLNMQT

KKASMWLKKKLKSFLMNNITHYFRKTITTEDFANKTLNKLFISGGYKYMQCAKEYKDHFKKNLAMSSMIDLEVSKIIYSVTRAFFKYL

VCNIKDTIFGEEHYPDFFLSTLKHFIEIFSTKKYIFNRVCMILKAKEAKLKSDQCQSLIQYDA 

 

>AAP42278.1 telomerase reverse transcriptase [Moneuplotes crassus] 

MNPSFAGKDNGSNHEIHSALKTSEEIPWCKSLLDFLKEMAENNHLEEKWNNFLKSDKIFNKFASNIILAFDNNYNVQELKDISFREKR

RSSEQLDELIKKCIQSLLESSKDSDRKKLQCFGYQLTRHRGETTMKALNLSTQKQYFLRKEWNDVRLMIGDELFCHIYKNYLIFERTS

EGSLVQFAGKNIFEFLGVSKYQAAMDKSNLKVSKCCKYNIKNKDDHYINNINDVMWNNMKSRTRIFYCTQYNRNTQFFKKHLLMKDHN

TLSAVDRAEKLFQDIFRFNRIRKDLKTNVVNILTQMVEKIKKFRFSYYLSKSCPLPENWVERKKVILSHLNDDRQAKAKYYEELFSYT

IENKCVTQFLNEFFYHTLPKDFMTGKNRKSFQSKIKKYVGLNKHELIHKNLLLGKLDIKSIKWLGFKTSKKNYHYFDKENRFVLWRIL

RWIFEDVVVSLIRCFFYVTEQQKSYSETYYYRKNIWDIVMKYSIADLNRETLEEVPKEDMVKWKNELRFAPGKLRLIPKKTTFRPIMT

FNKKILDPEGKTSKMTTNTKLSYSHLMLKTLKNRMFKDPFGFAVFNYDDVMRKYEEFVLKWRQVGRPKLYFVTMDIEKCYDSVDREKL

SQLLGTTRLLSSEFRIMTVQAMKRNNAEVVDLDKCARNKMKECFRQKWQKIALEGDQYPSLLNVLEDDQNDLNAKETLLVENQKRDPY

KKKALLDPVIKICRHNYIEFNRKYYKQTKGIPQGLCVSSILSSFYYASLEENALGYLRKESMDANDPNITLLMRLTDDYLLITTKENN

AILFIEKLINVSRQNKFKFNMKKLQTNFPLDPSKLNKYGMASVEDQNIAHDYIDWIGISIDMSTLALMPNINLRRKGILCTLNMNMQT

KKASMWLKRKLKSFLMNNITHYFRKTITNREFSNKTLNKLYIAGAYKYMQCCIEYKDHFKTNTEIHPQLDKIICAIIYSVTRAFFKYL

VCNIKDSIYDREHSRDFSIATLRHFIEIFSLKKNHFSGVVKILVAKEQKMLEEKDNACMTAIEN 

 

>BAB18587.1 telomerase reverse transcriptase [Paramecium caudatum] 

MLITLQQIAQLYNVITLQDYLKYLDVDPPKNIFFQNTIICSETQNLQKFPIKKPLNFLYQKLSDDQRRDEIVTDSRNDFQFQKQKSFI

GCQKLMLSDNMEHLYREIGEQNFDYLLKNYKILIKDDNDSETYIQISGDPIMKIQPKQKQQIAEKIQRQQILYCNHMSRQVGMFKKNF

ISYAKKQIIKSNYIKMQQITPEIIAIKSTSNILDYFYNNKQLSPIEISHLRPILESCMKKLQKFNFHGQFKFFVPLPSNYKQLKQETK

RHLKDSLNVSQLLDHLYLNHIPHQQITSLVRNFLREIIPIDLFGQQNLFTFLTDISDFITLLRFEDQSYLDYIKKMNVFEVPWLNKYF

NKKKQRLLIIKKRNQMIPLMKFMFQEIIIPFLRHNFYITERMKDDWKLFYYRKEIWHLILQLSLTSLTKNNFEEISVNSIKTPYVGKL

RIVPKPGTFRPIVTYNRKAKTSKISLNRKLVDIKYILRNLRIQPLGYSVFGNPEVFSRLEEFKKLWIKLQQPKTYYITMDIQKCYDTI

ILQKLLQFIEESKQFSSIYAINKYHIVSRNNRMLKPSFSMKDLFNILDRTCAIPFNKPQLLQKGYIEHIQKNKQTIIINQGFQNSVTF

SEFLNSIKNICQNNIVQFENRYFRQTLGIPQGLNISGILCSFYLANLEQKLTNKILGDTLIMRLTDDYCCLAFSQDSSIKILNNFTQI

EKQYQIRLNHDKTQHNIERSDRYFKWIGKIIDIETLTLKPAFYLESDTKFQYQINVNLPTKVKTYYIKSKLKSLILNQFKFFFNSKLN

DKPTMIKVLKIFVHSGLVKLISFLKRLKYNYGASKLRNQGKSIRLLKIIKEIKVEIAAYCVQQSRESNMEIDQEYLMRIIQKQLKKTI

RNNSYLRKKINYKQI 

 

>AAF26732.1 telomerase reverse transcriptase 1 [Candida albicans] 

MTVKVNEKKTLLQYVLDNTSNDVPLLPSLKEYMETVLVYKSIKRPLPAIRPQESFDEFMKELVTRLVMEKSNNVIAYGYKTSAMESRS

IFTTFHSSGNFILTHITSHNWSTIFSLLGPKKFLELLVNNKGFVSKVNGESVQIFGDVNSHRKAVVVSKYITKFNVLYNSYSRDFSRF

EMIRPSIQTILQDILSFSGLNPGRSSKRYRGFKSLLSRIIANDKKCRYDILYAKFIGTSKCNFANVVSNKTEISQVIQFVLLVLGKLL

PLDAWGGVSNKKIIKDRVVDFLLLGANEKIHMDDLFRGIRLKDFKWLGRAHQISSKQDFELRTAFLKGYLWWLFEHLLKNILRSFWYI

TETSSIVSSELNYFPQYLWKELYESWVSKYAKNNLVKMPSKIQREQLPCGKIKLIPKRSSFRVICVPIKRSLKLLNKKLELDTLEKEK

REFERYRKEVLSPVGQILRLKLSKLRDTYESYRASVHSSSDVAEKISDYRDSLLTRFGEIPKLFILKFDMKECYDRLSQPVLMKKLEE

LFENQDNKTSYYVRYYAQLDASHKLKKVKTTIDTQYHNLNILSSSRHLSNCKSLVDKTKTIALQKGNILEVCRSQIYDVVGSVKDARG

NLHLYKRKRGVFQGFSLSSIFCDILYSAMVHDCFQFLWKSKQDFLFVRLVDDFLLVTPDSNIYDQVHNILSGKILESYGAFVNKDKTV

VVNQTTTKTSIDFVGLEVNTTDLSIKRNSGSISLVTTNFRTFKTLVKYLKTFYQLNLEGFLLDCSFGVLENVLENMGSLLRLVLREFK

TKFTSIVKYDTFHCYKFIKFLYDISNYTIVKYVETNSDWEGAPELLNCIKQIIVKEFSSFESYSEIVEWVQTLNI 

 

>NP_013422.2 Est2p [Saccharomyces cerevisiae S288C] 

MKILFEFIQDKLDIDLQTNSTYKENLKCGHFNGLDEILTTCFALPNSRKIALPCLPGDLSHKAVIDHCIIYLLTGELYNNVLTFGYKI

ARNEDVNNSLFCHSANVNVTLLKGAAWKMFHSLVGTYAFVDLLINYTVIQFNGQFFTQIVGNRCNEPHLPPKWAQRSSSSSATAAQIK

QLTEPVTNKQFLHKLNINSSSFFPYSKILPSSSSIKKLTDLREAIFPTNLVKIPQRLKVRINLTLQKLLKRHKRLNYVSILNSICPPL

EGTVLDLSHLSRQSPKERVLKFIIVILQKLLPQEMFGSKKNKGKIIKNLNLLLSLPLNGYLPFDSLLKKLRLKDFRWLFISDIWFTKH

NFENLNQLAICFISWLFRQLIPKIIQTFFYCTEISSTVTIVYFRHDTWNKLITPFIVEYFKTYLVENNVCRNHNSYTLSNFNHSKMRI

IPKKSNNEFRIIAIPCRGADEEEFTIYKENHKNAIQPTQKILEYLRNKRPTSFTKIYSPTQIADRIKEFKQRLLKKFNNVLPELYFMK

FDVKSCYDSIPRMECMRILKDALKNENGFFVRSQYFFNTNTGVLKLFNVVNASRVPKPYELYIDNVRTVHLSNQDVINVVEMEIFKTA

LWVEDKCYIREDGLFQGSSLSAPIVDLVYDDLLEFYSEFKASPSQDTLILKLADDFLIISTDQQQVINIKKLAMGGFQKYNAKANRDK

ILAVSSQSDDDTVIQFCAMHIFVKELEVWKHSSTMNNFHIRSKSSKGIFRSLIALFNTRISYKTIDTNLNSTNTVLMQIDHVVKNISE

CYKSAFKDLSINVTQNMQFHSFLQRIIEMTVSGCPITKCDPLIEYEVRFTILNGFLESLSSNTSKFKDNIILLRKEIQHLQAYIYIYI

HIVN 

 

>NP_001035796.1 telomerase reverse transcriptase [Tribolium castaneum] 

MVHYYRLSLKSRQKAPKIVNSKYNSILNIALKNFRLCKKHKTKKPVQILALLQEIIPKSYFGTTTNLKRFYKVVEKILTQSSFECIHL

SVLHKCYDYDAIPWLQNVEPNLRPKLLLKHNLFLLDNIVKPIIAFYYKPIKTLNGHEIKFIRKEEYISFESKVFHKLKKMKYLVEVQD

EVKPRGVLNIIPKQDNFRAIVSIFPDSARKPFFKLLTSKIYKVLEEKYKTSGSLYTCWSEFTQKTQGQIYGIKVDIRDAYGNVKIPVL

CKLIQSIPTHLLDSEKKNFIVDHISNQFVAFRRKIYKWNHGLLQGDPLSGCLCELYMAFMDRLYFSNLDKDAFIHRTVDDYFFCSPHP

HKVYDFELLIKGVYQVNPTKTRTNLPTHRHPQDEIPYCGKIFNLTTRQVRTLYKLPPNYEIRHKFKLWNFNNQISDDNPARFLQKAMD

FPFICNSFTKFEFNTVFNDQRTVFANFYDAMICVAYKFDAAMMALRTSFLVNDFGFIWLVLSSTVRAYASRAFKKIVTYKGGKYRKVT

FQCLKSIAWRAFLAVLKRRTEIYKGLIDRIKSREKLTMKFHDGEVDASYFCKLPEKFRFVKINRKASI 
 
>AGH33838.1 telomerase reverse transcriptase [Spodoptera exigua] 

MESPVCLSQYFVNKQNVRSFNNILKSNILKNESVESFAEFIFGDDTSVSDLPTDFMNILSIIKINLRNKSKLDFKDYFPVNNIPQLCP

VDKEYILTNCWKALSEILPRNFYGSDKNKREFKDYLRTVVYSMKRQHFIFQRLTVGWDLDVLPWKNLITINGNLIFLKILFWLTKYVL

SPMICLNFYVTTCKLDTNENKLNYFWKSQWQCFYDKQVSKMVFSRVMKKCETYSLGKKLKKNHNLSDRLRLKVAKKSIPKLYLTLKSN

NDCRPIVCYKNESVSQTEKYKIKDRLKFLRLLTGKPLLKLESQYKTLHAKWVAANKPKLYFIKTDLSNAFGCINRDKLAKILSEKHIN

IQKTEKCMVMKKKIAQQYRDLVTELRKPILICAGSTVYEWKEGLVQGYKYSPALSELYYSYLDEIYFCDHMKLRDNQVKLFIRVVDDY

LYITDNLADATSFLNALSNYRNVNYEKTIVNFPHENIKQSEDIFFLGYCYNTSTMQVSRADNIFAGQMSYKIAFTSRFSEMHKFIESR
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IGQSGIPINSHIFNLNYNNEELIWRHIYTTFCLSANKLCTIMAILCNEQEMKKFLWLYKKRVAVKLSNSMIEVLIRNKPADFIFMYCI

NHFRFLAWKALYLCAKQTPKCTGLVPFINDELTKSNCIFGKWREHARRIDTNGECERKSIREVCRRPDLRKIFRDFDVLPKGFECYHH

KRLL 

 

>XP_003969013.1 Telomerase reverse transcriptase isoform X2 [Takifugu rubripes] 

MSITDLSPTLGILRSLYPHVQVLVDFADDIVFREGHKATLIEESDTSHFKSFVRGIFVCFHKELQQVPSCNQICTLPELLAFVLNSVK

RKRKRNVLAHGYNFQSLAQEERDADQFKLQGDVTQSAAYVHGSDLWRKVSMRLGTDITRYLFESCSVFVAVPPSCLFQVCGIPIYDCF

SLATASLGFSLQSRGCRERCLGVNSMKRRAFNVKRYLRKRKTETDQKDEARVCSGKRRRVMEEDKVSCETMQDGESGKTTLVQKQPGS

KKRSEMEATLLPLEGGPSWRSGTFPPLPPSQSFMRTLGFLYGGRGMRSFLLNRKKKTAEGFRKIQGRDLIRIVFFEGVLYLNGLERKP

KKLPRRFFNMVPLFSQLLRQHRRCPYSRLLQKTCPLVGIKDAGQAELSSFLPQHCGSHRVYLFVRECLLAVIPQELWGSEHNRLLYFA

RVRFFLRSGKFERLSVAELMWKIKVNNCDWLKISKTGRVPPSELSYRTQILGQFLAWLLDGFVVGLVRACFYATESMGQKNAIRFYRQ

EVWAKLQDLAFRSHISKGQMVELTPDQVAALPKSTIISRLRFIPKTDGMRPITRVIGADAKTRLYQSHVRDLLDMLRACVCSTPSLLG

STVWGMTDIHKVLSSIAPAQKEKPQPLYFVKMDVSGAYESLPHNKLIEVINQVLTPVLNEVFTIRRFAKIWADSHEGLKKAFIRQADF

LEANMGSINMKQFLTSLQKKGKLHHSVLVEQIFSSDLEGKDALQFFTQILKGSVIQFGKKTYRQCQGVPQGSAVSSVLCCLCYGHMEN

VLFKDIINKKSCLMRLVDDFLLITPNLHDAQTFLKILLAGVPQYGLVVNPQKVVVNFEDYGSTDSCPGLRVLPLRCLFPWCGLLLDTH

TLDIYKDYSSYADLSLRYSLTLGSCHSAGHQMKRKLMGILRLKCHALFLDLKTNSLEAIYKNIYKLLLLHALRFHVCAQSLPFGQSVA

KNPAYFLLMIWDMVEYTNYLIRLSNNGLISGSTSQTGSVQYEAVELLFCLSFLLVLSKHRRLYKDLLLHLHKRKRRLEQCLGDLRLAR

VRQAANPRNPLDFLAIKT 

 

>AAI63300.1 Telomerase reverse transcriptase [Danio rerio] 

MSGQYSTDGGFRPVLEILRSLYPVVQTLEEFTDGLQFPDGRKPVLLEETDGARFKKLLSGLIVCAYTPPQLRVPAQLSTLPEVLAFTL

NHIKRKKLRNVLGFGYQCSDVTTSSDPFRFHGDVSQTAASISTSEVWKRINQRLGTEVTRYLLQDCAVFTTVPPSCVLQVCGEPVYDL

LMSRSWSGFFLSNSDNERISGAMRKFPAVQKTVAISKKRTRDNEKYISVKRRRVKETVNNNNGNYRSLCFAISKKRAIDNEENISLKR

RRMEETDQVAKIRNENHESQSFAISKKRARDNEENISLKRQRMEEIDQVAKIRNENHGSQSWKPADQRPPRPSQCSIRVLSMLYNGRG

MKNFLLNRKLKGVGGARRMQGEDLVRMIFLQSESNDSKPKKLPKRFFAMVPLFSRLLRQHRKCPYRLFLQRKCAGNPDVKDMESLLKS

HSSPYRVYLFVRECLRHIIPHELWGCQENQLHFLSNVKNFLLLGKFERLTLVQLMWRMKVQACHWLGPKKRQCASEHRYREWMLGQCM

GWMLSGFVVGLVRAQFYITESMGHKHTLRFYRGDVWSRLQDQAFRAHLCKGQWRPLSPSQALKVPNSAVTSRIRFIPKTSSMRPITRL

SGSRDTLQYFQSCVRVLQNVLSVCVREAPGPMGSTVWGWQDIHRRLQDFSPQQKSSPRPLYFVKVDVSGAYDSLPHLKLVEVLKEVLG

PFAEQSFFLRQYSSVWSDPTRGLRKRFCTKAEMSEPLNMKGFVVDEQVSGRLHDAILVERHSSEVRGGDVFQFFQKMLCSYVIHYDQQ

MFRQVCGIPQGSSVSSLLCNLCYGHMEKALLKDIAKGGCLMRLIDDFLLITPHLSKATEFLTTLLSGVPDYGCQINPQKVAVNFPVCV

SWVNSGVSVLPSSCLFPWCGLMIHTHTLDVYKDYSRYDGLSLRYSLTLGSAHSPSTVMKKLLSVLSIKSTDIFLDLRLNSVEAVYRSL

YKLILLQALRFHACVRSLPLGQSVNRNPSFFLKMIWRMTRVTNKLLTHINKGLPVCSVDSGGVLQSEAVQLLFCLAFETLFRRFRSVY

HCLIPALHKRKRALQRELCGITLARVRQASSPRIPLDFSMRV 

 

>NP_001079102.1 telomerase reverse transcriptase [Xenopus laevis] 

MPLRTGGATLLSILQRLYGQVLGIVEYTDTLQVPGGIKVPVLLEGDSEKFRSFVAELVVCIPRGTKPLPSPVSFLQLSTQREVVARVI

QRICEKKRKNVLAFGYGLVDEKNSLNIRLTPNICNYFPNPTTTTISTSILWETLLTRVGDDVMMYWLEQCSIFVFVPPRCCYQITGQP

IYTLPSDDVFLFQSQSFTQSNVLLRYIKRNVFHLRKKYLKPKHSMTSRMLTWRRNKSPSGLLIRSKTSMAVTTEIHSKRKLCSKDICV

IPDKKRRDNLDKDDTVDHFDLPMCRSVSYLSNMYPKTNVQVTGLITSGYKKTKTFQCQKPVSCEQKKTTAFYSVAGDCNLSLKDNVNK

LITNASVPTAQSRLSFSNIFIDFGRTLYLSISYKKGFSESFILNSLDSTPSGSQKLVETIFLSNFLAEQNFDQPKRDENCRYKLPKRY

WKMKPHFQELIQNHKKFPYLVYLNKHCPVRSSMACSEKRSLQKNRIENDGKQLKHFTTKANLLSLLKQHSSIWQVYMFVRECLNNVVP

DIMWGSSHNKCRFFRNVKSFLFFSGKFGKISLSELMWSMRVEDCSWIRLQKSDHFVPASEHLLREKILAKFVFWLMDTYVIQLLKSFF

YVTETMFQKHRLLFYRKSVWKKLQNIGLRKHLEKVKLRSLSSDELENMQQWKNVPLVSRLRFIPKTNGLRPISKISSTLSSQQSKENQ

EKKIHHFSSQIRNLFSVLNYEWNRNCSLIGSSVFGMDDIYKKWKKFVLDFEKPQVEKLQFYFVKTDVKGAYDTIPHSKLDEVISKVIN

PNANEVYCIRRYATVSVDPTGRIIKSFKRHVSELADVLPNMKQFVSNQQEKNLLRNTILVEQNLLLNESSVKLLAVFQQIIRSHILRI

KDRYYMQCCGIPQGSMLSTILCSLCYGDMENAMLGGIQKNGVLMRLIDDFLLVTPHLDQAKTFLRTLAEGIPQYGCSISPQKTVVNFP

VDDIPECSEVEQLPSHCLFRWCGLLLDTQTLDVYYDYSSYACTSIRSSMTFCHSSAAGKYMKQKLIRVLRLKCHSLFLDLKVNSLRTV

CINTYKIFLLQAYRFHACVVQLPFGQRVMNNPPFFLTVISDMAPCFYTTFKAKNKDLTRGYKDVSCQFNFEAVQWLSYQAFLTKLHNH

KVLYKCLIGPLQNCKMQLSRRLSQDTIELLKSVTDSSLHKDFSCIMD 

 

>NP_001026178.1 telomerase reverse transcriptase [Gallus gallus] 

MERGAQPGVGVRRLRNVAREEPFAAVLGALRGCYAEATPLEAFVRRLQEGGTGEVEVLRGDDAQCYRTFVSQCVVCVPRGARAIPRPI

CFQQLSSQSEVITRIVQRLCEKKKKNILAYGYSLLDENSCHFRVLPSSCIYSYLSNTVTETIRISGLWEILLSRIGDDVMMYLLEHCA

LFMLVPPSNCYQVCGQPIYELISRNVGPSPGFVRRRYSRFKHNSLLDYVRKRLVFHRHYLSKSQWWKCRPRRRGRVSSRRKRRSHRIQ

SLRSGYQPSAKVNFQAGRQISTVTARLEKQSCSSLCLPARAPSLKRKRDGEQVEITAKRVKVMEKEIEEQACSIVPDVNQSSSQRHGT

SWHVAPRAVGLIKEHYISERSNSEMSGPSVVRRSHPGKRPVADKSSFPQGVQGNKRIKTGAEKRAESNRRGIEMYINPIHKPNRRGIE

RRINPTHKPELNSVQTEPMEGASSGDRKQENPPAHLAKQLPNTLSRSTVYFEKKFLLYSRSYQEYFPKSFILSRLQGCQAGGRRLIET

IFLSQNPLKEQQNQSLPQQKWRKKRLPKRYWQMREIFQKLVKNHEKCPYLVFLRKNCPVLLSEACLKKTELTLQAALPGEAKVHKHTE

HGKESTEGTAPNSFLAPPSVLACGQPERGEQHPAEGSDPLLRELLRQHSSHWQVYGFVRECLERVIPAELWGSSHNKCRFFKNVKAFI

SMGKYAKLSLQQLMWKMRVNDCVWLRLAKGNHSVPAYEHCYREEILAKFLYWLMDSYVIELLKSFFYITETMFQKNMLFYYRKFIWGK

LQNIGIRDHFAKVHLRALSSEEMEVIRQKKYFPIASRLRFIPKMNGLRPVVRLSRVVEGQKLSKESREKKIQRYNTQLKNLFSVLNYE

RTVNTSIIGSSVFGRDDIYRKWKEFVTKVFESGGEMPHFYFVKGDVSRAFDTIPHKKLVEVISQVLKPESQTVYGIRWYAVIMITPTG

KARKLYKRHVSTFEDFIPDMKQFVSKLQERTSLRNAIVVEQCLTFNENSSTLFTFFLQMLHNNILEIGHRYYIQCSGIPQGSILSTLL

CSLCYGDMENKLLCGIQKDGVLIRLIDDFLLVTPHLMQARTFLRTIAAGIPEYGFLINAKKTVVNFPVDDIPGCSKFKHLPDCRLISW

CGLLLDVQTLEVYCDYSSYAFTSIRSSLSFNSSRIAGKNMKCKLTAVLKLKCHPLLLDLKINSLQTVLINIYKIFLLQAYRFHACVLQ

LPFNQKVRNNPDFFLRIISDTASCCYFILKAKNPGVSLGSKDASGMFPFEAAEWLCYHAFIVKLSNHKVIYKCLLKPLKVYKMHLFGK

IPRDTMELLKTVTEPSLCQDFKTILD 

 

>NP_033380.1 telomerase reverse transcriptase [Mus musculus] 

MTRAPRCPAVRSLLRSRYREVWPLATFVRRLGPEGRRLVQPGDPKIYRTLVAQCLVCMHWGSQPPPADLSFHQVSSLKELVARVVQRL

CERNERNVLAFGFELLNEARGGPPMAFTSSVRSYLPNTVIETLRVSGAWMLLLSRVGDDLLVYLLAHCALYLLVPPSCAYQVCGSPLY

QICATTDIWPSVSASYRPTRPVGRNFTNLRFLQQIKSSSRQEAPKPLALPSRGTKRHLSLTSTSVPSAKKARCYPVPRVEEGPHRQVL

PTPSGKSWVPSPARSPEVPTAEKDLSSKGKVSDLSLSGSVCCKHKPSSTSLLSPPRQNAFQLRPFIETRHFLYSRGDGQERLNPSFLL

SNLQPNLTGARRLVEIIFLGSRPRTSGPLCRTHRLSRRYWQMRPLFQQLLVNHAECQYVRLLRSHCRFRTANQQVTDALNTSPPHLMD

LLRLHSSPWQVYGFLRACLCKVVSASLWGTRHNERRFFKNLKKFISLGKYGKLSLQELMWKMKVEDCHWLRSSPGKDRVPAAEHRLRE

RILATFLFWLMDTYVVQLLRSFFYITESTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGVRQHLERVRLRELSQEEVRHHQDTWLAMPICRLRFIPK

PNGLRPIVNMSYSMGTRALGRRKQAQHFTQRLKTLFSMLNYERTKHPHLMGSSVLGMNDIYRTWRAFVLRVRALDQTPRMYFVKADVT
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GAYDAIPQGKLVEVVANMIRHSESTYCIRQYAVVRRDSQGQVHKSFRRQVTTLSDLQPYMGQFLKHLQDSDASALRNSVVIEQSISMN

ESSSSLFDFFLHFLRHSVVKIGDRCYTQCQGIPQGSSLSTLLCSLCFGDMENKLFAEVQRDGLLLRFVDDFLLVTPHLDQAKTFLSTL

VHGVPEYGCMINLQKTVVNFPVEPGTLGGAAPYQLPAHCLFPWCGLLLDTQTLEVFCDYSGYAQTSIKTSLTFQSVFKAGKTMRNKLL

SVLRLKCHGLFLDLQVNSLQTVCINIYKIFLLQAYRFHACVIQLPFDQRVRKNLTFFLGIISSQASCCYAILKVKNPGMTLKASGSFP

PEAAHWLCYQAFLLKLAAHSVIYKCLLGPLRTAQKLLCRKLPEATMTILKAAADPALSTDFQTILD 

 
>NP_001268556.1 telomerase reverse transcriptase [Mesocricetus auratus] 

MPRAPRCRAVRALLRSQYRQVWPLATFVRRLGPEGRQLVQPGDPKVFRTLVARCLVCVPWDSQPPPADLSFHQVSSLKELVARVVQRL

CERGERNVLTFGFALLNGAQGGPPMTFTTSVRSYLPNSVTESLRVSGAWMLLLNRVGDDLLVYLLARCALYLLVPPSCAYQVCGSPLY

QICATAETWPSVSRIYRPTRPVGRNFTHLGSTHRVRNSSHQEAWKPPPLPSREAKRSLSITNRSVPPSKKARCDLAPRLEKGPYRQAV

PTPSDKTWVPNPAKSHAVPISRTTKEDLSSGVKAPGLSRSGSVCYKHKPSSTSLQSPLCQNAFQLRPYTETKRFLYSREGGRERLNPS

FLLNNLQPSLTGARRLVEILFLGMRPRTSGPLCGRRRLSKRYWQMRPLFQQLLVNHARCPYVRLLRSHCRFRTAAHQVAGALNTTSPQ

RLMNLLRLHSSPWQVYGFLQACVGKLVPPGLWGSRHNQRRFFKNVKRFISLGKYDKLSLQELTWKMKVQDCRWLRSSPGNNCVPAAEH

RTRERILAVFLFWLMDAYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKSMWRRLQSIGVRHHLERVRLQELSQEEVRQRQEAWPAMPICRLR

FIPKPSGLRPIVNMSYMGTRAFDKGKQAQHFTQCLKTLFSVLNYELTKHTNLLGASVLGLNDIYRTWRTFVLRVRTLDPAPRMYFVKA

DVTGAYDAIPQDKLVEVIANMIRHPDNSYCIHQYAVVQRDRQGQIHKSFRRQVSTLSDLQPHMGQFLKHLQDSDTSALRNSVVIEQSL

SLNEASSSLFDFFLRFVRNSVVKIGGRCYVQCQGIPQGSSLSTLLCSLCFGDMENKLFAEVQQDGLLLRFVDDFLLVTPHLVQAEAFL

RALVRGIPEYGCMINLQKTVVNFPVDAGTLDGTAPHQLPAHCLFPWCGLLLDTQTLEVLCDYTGYARTSIKASLTFQRTFKAGRNMRQ

KLLAVLRLKCHSLFLDLQMNSLQTVCINVYKIFLLQAYRFHACALQLPFDQHVRKNPAFFLSIISNIASCCYSILKVKNAGMTLKAKG

ASGSFPPEAARWLCYQAFLLKLAGHSVTYKCLLGPLRTAQKQLCRKLPRATMAILETAADPALSTDFQTILD 
 

>NP_001039707.1 telomerase reverse transcriptase [Bos taurus] 

MPRAPRCRAVRALLRASYRQVLPLAAFVRRLRPQGHRLVRRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDAQPPPAAPSFRQVSCLKELVARVVQRL

CERGARNVLAFGFTLLAGARGGPPVAFTTSVRSYLPNTVTDTLRGSGAWGLLLHRVGDDVLTHLLSRCALYLLVPPTCAYQVCGPPLY

DLRAAAAAARRPTRQVGGTRAGFGLPRPASSNGGHGEAEGLLEARAQGARRRRSSARGRLPPAKRPRRGLEPGRDLEGQVARSPPRVV

TPTRDAAEAKSRKGDVPGPCRLFPGGERGVGSASWRLSPSEGEPGAGACAETKRFLYCSGGGEQLRRSFLLCSLPPSLAGARTLVETI

FLDSKPGPPGAPRRPRRLPARYWQMRPLFRKLLGNHARSPYGALLRAHCPLPASAPRAGPDHQKCPGVGGCPSERPAAAPEGEANSGR

LVQLLRQHSSPWQVYGLLRACLRRLVPAGLWGSRHNERRFLRNVKKLLSLGKHGRLSQQELTWKMKVQDCAWLRASPGARCVPAAEHR

QREAVLGRFLHWLMGAYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFFRKRIWSQLQRLGVRQHLDRVRLRELSEAEVRQHQEARPALLTSRLRF

VPKPGGLRPIVNVGCVEGAPAPPRDKKVQHLSSRVKTLFAVLNYERARRPGLLGASVLGMDDIHRAWRAFVLPLRARGPAPPLYFVKV

DVVGAYDALPQDKLAEVIANVLQPQENTYCVRHCAMVRTARGRMRKSFKRHVSTFSDFQPYLRQLVEHLQAMGSLRDAVVIEQSCSLN

EPGSSLFNLFLHLVRSHVIRIGGRSYIQCQGIPQGSILSTLLCSFCYGDMENKLFPGVQQDGVLLRLVDDFLLVTPHLTRARDFLRTL

VRGVPEYGCQVNLRKTVVNFPVEPGALGGAAPLQLPAHCLFPWCGLLLDTRTLEVHGDHSSYARTSIRASLTFTQGFKPGRNMRRKLL

AVLQLKCHGLFLDLQVNSLQTVFTNVYKIFLLQAYRFHACVLQLPFSQPVRSSPAFFLQVIADTASRGYALLKARNAGASLGARGAAG

LFPSEAAQWLCLHAFLLKLARHRVTYSRLLGALRTARARLHRQLPGPTRAALEAAADPALTADFKTILD 

 
>NP_001177896.1 telomerase reverse transcriptase [Macaca mulatta] 

MPRAPRCRAVRSLLRSRYREVLPLATFVQRLGPEGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRL

CERGARNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLY

ELGAATQGRPAAHASGTRRGLGCELAWNRSVREAGVPMGLPAPGARRRRGSANRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPDRTRG

PSDRGFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPSPWDTRCPLVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLNSLRP

SLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRPPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGALLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEE

EDTDRRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNQRRFLRNTKKFISLGKHAKLSLRELTWKMSVRDCAWLRKSPGVGC

VPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEARQHREARPTL

LASRLRFLPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLASRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRNFVLRVRAQDPPP

KLYFVKVDVMGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVRKAAHGHVRKTFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVI

EQSSSLNETSSGLFDVFLRFVCHHAVRIGGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGMRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHA

KAFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGAAFVQLPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNRGFKAGR

NMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNVYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPAFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSL

GAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTQHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLAALEAAANPALPSDFKTILD 

 

>NP_937983.2 telomerase reverse transcriptase isoform 1 [Homo sapiens] 

MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLPLATFVRRLGPQGWRLVQRGDPAAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLQRL

CERGAKNVLAFGFALLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVTDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFVLVAPSCAYQVCGPPLY

QLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPAPGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGQGSWAHPGRTRG

PSDRGFCVVSPARPAEEATSLEGALSGTRHSHPSVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYSSGDKEQLRPSFLLSSLRP

SLTGARRLVETIFLGSRPWMPGTPRRLPRLPQRYWQMRPLFLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVTPAAGVCAREKPQGSVAAPEE

EDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKFISLGKHAKLSLQELTWKMSVRDCAWLRRSPGVGC

VPAAEHRLREEILAKFLHWLMSVYVVELLRSFFYVTETTFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPAL

LTSRLRFIPKPDGLRPIVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPP

ELYFVKVDVTGAYDTIPQDRLTEVIASIIKPQNTYCVRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMRQFVAHLQETSPLRDAVVI

EQSSSLNEASSGLFDVFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLFAGIRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHA

KTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNFPVEDEALGGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTSIRASLTFNRGFKAGR

NMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLQAYRFHACVLQLPFHQQVWKNPTFFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSL

GAKGAAGPLPSEAVQWLCHQAFLLKLTRHRVTYVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDFKTILD 
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Anexo 3: Alinhamento múltiplo de sequência entre diferentes espécies de 

Leishmania sp. 
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Anexo 4: Alinhamento de sequência múltiplo entre diferentes Tripanossomatídeos 

 



 

138 

 



 

139 
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Apêndice 1: Capítulo de livro: “NUCLEAR AND KINETOPLAST DNA 

REPLICATION IN TRYPANOSOMATIDS” 

Molecular and Cellular Biology of Pathogenic Trypanosomatids, 2016, 86-125 
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NUCLEAR AND KINETOPLAST DNA REPLICATION IN TRYPANOSOMATIDS 
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Abstract: Trypanosomatids are among the most primitive eukaryotes and therefore exhibit both 
conserved and unique non-conserved features in the DNA replication machinery. In eukaryotes, 
nuclear DNA replication is preceded by the assembly of the pre-replication complex (pre-RC), 
which is coordinated by the six-subunit origin recognition complex (ORC), which together with 
the Cdc6 and Cdt1 proteins play a central role in the loading of the hetero-hexamer Mcm2-7. In 
the domain Archaea there are no Cdt1 protein homologs, Mcm is a homo-hexamer, which is 
recruited by a protein that shows homology with ORC, and Cdc6 (called Orc/Cdc6). Curiously, 
trypanosomatid pre-RC differs from others eukaryotes in this context, and it appears more 
similar to that of Archaea, presenting a homolog of protein Orc/Cdc6 and no homologs of Cdt1, 
in addition to present Mcm as a hetero-hexamer complex. The completion of DNA replication, at 
trypanosomatid telomeres, apparently is similar to other eukaryotes, although the processing of 
the leading and lagging telomeres required to generate the 3' overhangs, which serves as 
telomerase substrate, remains unknown. With the generation of overhangs at the ends of the 
chromosomes, telomeres are frequently extended by the action of telomerase, whose control 
also remains unknown. It is worth mentioning that DNA replication in trypanosomatids initiates 
almost simultaneously in the nucleus and the kinetoplast, suggesting that regulation of DNA 
synthesis in the two DNA-containing organelles may be coordinated. The kinetoplast DNA 
(kDNA) consists of mini- and maxicircles, which are replicated by many proteins whose 
mechanisms of action remain unclear. This chapter aims to review and discuss the complex 
DNA replication mechanisms that act independently in the kinetoplast and the nucleus, as well 
as some fascinating peculiarities exclusive to trypanosomatids protozoa group.  
 
Keywords: Nuclear DNA replication, kinetoplast DNA replication, DNA polymerases, Origin 
Recognition Complex, Origin Licensing, Origin Firing, topoisomerases, replisome, replication 
forks, telomere replication. 
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Apêndice 2: Artigo publicado em BBA-General Subjects: “A calmodulin-like 

protein (LCALA) is a new Leishmania amazonensis candidate for telomere end-

binding protein” 
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Apêndice 3: Artigo publicado em Biochemie: “Structural studies with BnSP-7 

reveal an atypical oligomeric conformation compared to phospholipases α-like 

toxins” 
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Apêndice 4: Artigo aceito para publicação em Current Proteomics “Chaperones 

and Their Role in Telomerase Ribonucleoprotein Biogenesis and Telomere 

Maintenance” 

 


