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Resumo

A proteolise intracelular em eucariotos ¢ mediada principalmente pelo Sistema
Ubiquitina—Proteassoma (SUP), que envolve as enzimas E1, E2 e E3, sendo estas ultimas
responsaveis pelo reconhecimento dos substratos. Em protozodrios parasitos, como
Leishmania infantum, o SUP ¢ essencial para adaptacdo ao ciclo de vida e sucesso do
parasitismo, embora ainda seja pouco explorado, especialmente as E3 ubiquitina-ligases.
Este estudo teve como objetivo caracterizar bioquimicamente e funcionalmente as
proteinas F-box-like LinfFlp2 (LINF 240015400) e LinfFlp3 (LINF _150014400),
adaptadores da E3 ubiquitina ligase LinfCRL1 de L. infantum. Parasitos expressando
LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA foram submetidos a imunoprecipitagdo seguida de
espectrometria de massas para identificagdo de proteinas associadas. Os interactomas
revelaram 44 proteinas exclusivas para LinfFlp2, 125 para LinfFlp3 e 106 proteinas
compartilhadas nos interactomas de LinfFlp2 e LinfFlp3, sugerindo redundancia
funcional. Para validacdo das interacdes em células HEK293T, os genes Replication
protein A subunit (LINF 280024500), RNA-binding protein 29 — putative
(LINF _180007200), Leucine-rich repeat protein — putative (LINF 340011100) e
Putative mitochondrial carrier protein (LINF_020012000) foram clonados em vetores
para expressdo em células de mamiferos em fusdo com myc no N-terminal. Ensaios de
co-imunoprecipitagdo demonstraram que a proteina LRR ¢ um potencial ligante de
LinfFlp3. Em L. infantum, demonstramos através de CRISPR-Cas9 que as linhagens
nocaute de LinfFFLP2 ndo resultou em impacto no crescimento promastigota, enquanto
nao foi possivel obter o nocaute completo de LinfFLP3, sugerindo carater essencial. A
insercao de uma copia de LinfFLP3-HA no locus 18S ribossomal do parasito e posterior
nocaute das duas copias genomicas resultou em linhagem viavel (DKO-LinfFLP3-HA),
reforgando a essencialidade deste gene para L. infantum. O nocaute de uma das copias do
gene SKO LinfFLP3, DKO-LinfFLP3-HA e LinfFLP2-HA ndo apresentou alteragdo
significativa de crescimento e ndo observamos alteragdo nas fases do ciclo celular das
linhagens SKO-LinfFLP3 ou DKO-LinfFLP3-HA. Finalmente, analises de microscopia
confocal demonstraram que LinfFlp2 e LinfFlp3 apresentam distribuigdo
predominantemente citoplasmatica granular e perinuclear com sutil localizagdo nuclear.
Em conjunto, os dados sugerem redundancia funcional entre LinfFlp2 e LinfFlp3,
ampliando a compreensao das LinfFlps na biologia de L. infantum.
Palavras-chave: F-box like proteins; Leishmania infantum, Sistema ubiquitina

proteassoma



Abstract

Intracellular proteolysis in eukaryotes is primarily mediated by the Ubiquitin-
Proteasome System (UPS), which involves E1, E2, and E3 enzymes, the latter being
responsible for substrate recognition. In parasitic protozoa such as Leishmania infantum,
the UPS is essential for life cycle adaptation and parasitic success, although it remains
poorly explored, especially regarding E3 ubiquitin ligases. This study aimed to
biochemically and functionally characterize the F-box-like proteins LinfFlp2
(LINF 240015400) and LinfFlp3 (LINF 150014400), which are adapters for the E3
ubiquitin ligase LinfCRL1 in L. infantum. Parasites expressing LinfFLP2-HA and
LinfFLP3-HA were subjected to immunoprecipitation followed by mass spectrometry to
identify associated proteins. The interactomes revealed 44 unique proteins for LinfFlp2,
125 for LinfFlp3, and 106 shared proteins, suggesting functional redundancy. For
interaction validation in HEK293T cells, the genes Replication protein A subunit
(LINF _280024500), RNA-binding protein 29 — putative (LINF 180007200), Leucine-
rich repeat protein — putative (LINF _340011100), and Putative mitochondrial carrier
protein (LINF_020012000) were cloned into vectors for mammalian cell expression with
an N-terminal myc-tag. Co-immunoprecipitation assays demonstrated that the LRR
protein is a potential ligand of LinfFlp3. In L. infantum, CRISPR-Cas9-mediated gene
editing demonstrated that knockout of LinfFLP2 resulted in no impact on promastigote
growth, whereas it was not possible to obtain a complete knockout of LinfFLP3,
suggesting its essential nature. The insertion of an LinfFLP3-HA copy into the parasite's
18S ribosomal locus, followed by the knockout of both genomic copies, resulted in a
viable lineage (DKO-LinfFLP3-HA), reinforcing the essentiality of this gene for L.
infantum. The knockout of a single allele of the LinfFLP3 gene (SKO) showed no
significant growth alteration, and no changes were observed in the cell cycle phases of
the LinfFLP2 knockout, SKO-LinfFLP3, or DKO-LinfFLP3-HA lineages. Finally,
confocal microscopy analysis demonstrated that LinfFlp2 and LinfFlp3 exhibit a
predominantly granular cytoplasmic and perinuclear distribution, with subtle nuclear
localization. Together, these findings suggest functional redundancy between LinfFlp2
and LinfFlp3, expanding the understanding of LinfFlps in the biology of Leishmania

infantum.

Keywords: F-box like proteins; Leishmania infantum, Ubiquitin-proteasome system
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1.INTRODUCAO
1.1. — O parasito Leishmania e as leishmanioses

A leishmaniose compreende um conjunto de doengas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania, transmitidos por flebotomineos da subfamilia
Phlebotominae, com expressivo impacto em saude publica e forte associagdo com
pobreza, vulnerabilidades sociais e limitagdes estruturais de acesso ao diagnostico e ao
tratamento. No oriente, a transmissdo ocorre principalmente por fémeas do género
Phlebotomus, enquanto no ocidente ¢ atribuida a espécies do género Lutzomyia. A
persisténcia da doenga em regides tropicais e subtropicais reflete ndo apenas aspectos
biologicos do parasito e do vetor, mas também determinantes socioambientais que
condicionam exposi¢io, gravidade e desfechos clinicos'. Estimativas globais indicam que
a maiorias dos casos permanece concentrada em paises endémicos, marcada por
subnotificacdo, heterogeneidade regional e coexisténcia de cendrios distintos de
transmissdo, refor¢ando seu enquadramento como doenca tropical negligenciada®. Nesse
contexto, o Brasil destaca-se como o pais com o maior numero de casos de leishmaniose
visceral nas Américas e figura entre aqueles com maior carga da doenca em nivel
mundial, sendo responsavel pela quase totalidade dos casos registrados no continente, o
que evidencia sua relevancia epidemioldgica e a necessidade continua de estratégias
eficazes de vigilancia e controle’.

Cerca de 20 espécies de Leishmania sdo reconhecidas como agentes etioldgicos
humanos. A forma tegumentar ¢ dividida em cutanea e mucocutanea e estd associada, no
ocidente, a L. mexicana e L. braziliensis, e, no oriente, a L. major e L. tropica. A
leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da doenga, ¢ causada principalmente por
L. donovani e L. infantum, sendo esta Giltima o principal agente etioldgico da LV no Brasil.
A LV apresenta elevada letalidade quando ndo tratada e distribui¢do focal em éareas com
transmissdo sustentada®. A progressio clinica resulta da interagdo dindmica entre carga
parasitaria, tropismo tecidual, resposta imune e mecanismos de evasao e persisténcia, ndo
sendo determinada exclusivamente pela espécie infectante’.

A diversidade de desfechos clinicos decorre de uma rede complexa envolvendo
fatores do parasito, vias de reconhecimento e inflamag¢ao no hospedeiro e mecanismos de
persisténcia, evidenciando a leishmaniose como um sistema de alta complexidade biologica
e translacional®. Assim, a0 mesmo tempo em que a relevancia social do problema motiva
o desenvolvimento de estratégias diagnosticas e terapéuticas, a relevancia cientifica reside

em compreender como o parasito coordena mecanismos de sobrevivéncia e diferencia¢do
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sob intensa pressao seletiva.

A dindmica epidemioldgica ¢ fortemente influenciada por fatores ambientais e
demograficos: urbanizagao desordenada, alteragcdes ambientais, mobilidade populacional
e diversidade de reservatorios e vetores contribuem para expansao ou reemergéncia em

126 Fatores como

determinadas 4reas, impondo desafios adicionais ao controle
coinfec¢des, estado nutricional e acesso a tratamento modulam gravidade e mortalidade,
particularmente na LV*. Esses elementos sublinham a importancia social e biomédica do
estudo da doenca, especialmente de sua forma visceral.

Do ponto de vista biologico, o ciclo de vida de Leishmania envolve alternancia
entre duas formas principais: promastigotas flageladas no vetor e amastigotas com flagelo
rudimentar no hospedeiro vertebrado (Figura 1). No intestino médio do flebotomineo,
promastigotas inicialmente prociclicas diferenciam-se em promastigotas metaciclicas,
formas infectantes e ndo divisiveis. Essas formas acumulam-se na regido do estdmato e,
durante o repasto sanguineo, sdo regurgitadas juntamente com proteofosfoglicanos
imunomoduladores e componentes salivares, favorecendo a transmissdao ao hospedeiro
mamifero. No hospedeiro, promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por diferentes
células, mas principalmente pelos macréfagos, que constituem o principal nicho celular
para a sobrevivéncia e replicacdo do parasito. A internalizacdo ocorre de maneira
frequentemente “silenciosa”, mediada por receptores do complemento e outros receptores
fagociticos, permitindo a entrada do parasito com minima ativa¢ao inflamatéria. Uma vez
no interior dessas células, o parasito emprega diversos mecanismos de evasao da resposta
imune, modulando a polarizacio de macréfagos e favorecendo um fendtipo
alternativamente ativado (M2 ou M2-/ike), a0 mesmo tempo em que suprime a ativagao
classica do fenotipo M1, responsavel pela resposta microbicida. Esse processo envolve a
inibicao da producao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-12 e TNF-q, a reducao da
expressao de iNOS e da consequente produgdo de 6xido nitrico, além do aumento de
mediadores anti-inflamatorios, como IL-10 e TGF-B. Adicionalmente, moléculas de
viruléncia do parasito, como o lipofosfoglicano (LPG) e a metaloprotease GP63,
interferem em vias de sinalizagdo intracelular do macréfago, contribuindo para a
desativagdo de mecanismos efetores e para a manutengdo de um ambiente permissivo a
infecgdo’. Apods a internalizagio, os promastigotas diferenciam-se em amastigotas,
formas adaptadas ao ambiente 4cido e oxidativo do fagolisossomo. As amastigotas
replicam-se intracelularmente até promoverem lise celular e reinfeccdo de fagocitos

locais. O ciclo se completa quando flebotomineos ingerem células infectadas, permitindo
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a reconversdo das amastigotas em promastigotas no intestino do vetor>.

| Proliferation in the midgut |
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Figura 1. O ciclo de vida dos parasitos Leishmania. As promastigotas sao encontradas
dentro dos flebétomos e passam por diversas etapas de diferenciagdo morfolodgica,
eventualmente se tornando em promastigotas metaciclicas infecciosas e ndo divisiveis, as
quais sdo transmitidas durante a picada do flebotomo’.

Do ponto de vista clinico-epidemiologico, hé ainda o desafio diagnostico: relatos
de quadros semelhantes a LV atribuidos a agentes fora do género Leishmania refor¢gam a
necessidade de métodos moleculares robustos para confirmagdo etioldogica em areas
endémicas®. Como dito anteriormente, a Leishmania infantum é um dos principais agentes
etiologicos da leishmaniose visceral e possui relevancia particular nas Américas e na
regido do Mediterraneo. No ambito de genética populacional, tipagens por microssatélites

em isolados do Novo Mundo indicam um padrdo de baixa heterogeneidade entre
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populagdes amostradas, compativel com origem recente no Velho Mundo e posterior
introducao nas Américas’ Esse tipo de evidéncia é importante pois auxilia a compreender
a dispersdo geografica e a estrutura populacional do parasito, e fornece base para discutir
se e como eventos de introdugdo e expansdo podem influenciar diversidade genética,
adaptacgao local e potencial resposta a intervengoes.

Apesar da disponibilidade de opcdes terapéuticas, persistem limitagdes
importantes: toxicidade, necessidade de administragdo parenteral em determinados
esquemas, longa durag¢do do tratamento e variagdo de eficacia conforme forma clinica,
espécie/cepa e regido. Revisdes sistematicas destacam a crescente preocupagdao com
resisténcia a farmacos, enfatizando fatores como uso inadequado e pressdes seletivas e
apontando a necessidade de elucidar mecanismos parasitarios associados a falhas
terapéuticas®. Analises mais recentes da farmacoterapia reforcam desafios relacionados a
efetividade, toxicidade e implementagio em distintos contextos epidemiologicos!?.A
racionalidade e os potenciais beneficios de terapias combinadas para LV, incluindo
reducdo da duragdo do tratamento e mitigacdo do risco de resisténcia, tém sido discutidos,
embora limitagdes operacionais persistam em diferentes regides endémicas!!.

Em conjunto, a relevincia epidemioldgica, a complexidade do ciclo de vida e as
limitagdes terap€uticas sustentam a importancia de investigar mecanismos moleculares
essenciais de Leishmania infantum. A compreensdo aprofundada de processos de
adaptagdo, homeostase e regulacdo celular no parasito pode revelar vulnerabilidades
exploraveis e fundamentar o desenvolvimento de intervencdes mais eficazes e

sustentaveis para a leishmaniose visceral.

1.2. — Organizacao celular, regulacido pds-transcricional e proteodlise em
Leishmania infantum

Leishmania € um eucarioto unicelular da familia 7rypanosomatidae que apresenta
um conjunto de estruturas especializadas relacionadas a motilidade, segregagdo de
organelas e organizacdo metabolica. A organizacdo do citoesqueleto em
tripanossomatideos ¢ singular quando comparada a eucariotos modelo, sustentando
processos como morfogénese, divisdo celular e adaptagdo estrutural durante
desenvolvimento e estresse'?. Essas particularidades estruturais integram-se a adaptacdes
metabolicas especificas, incluindo a presenca de glicossomos.

Estudos sobre glicossomos mostram que a compartimentalizacdo de vias

metabolicas, notadamente etapas da glicélise, contribui para a regulagdo e organizacao
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funcional do metabolismo, conferindo flexibilidade adaptativa ao parasito!®. No contexto
da alternancia entre hospedeiros e nichos ambientais, essa plasticidade metabolica
depende ndo apenas da regulagdo de vias, mas também de remodelagdo ativa do repertdrio
proteico, implicando renovagao e controle de qualidade de proteinas.

Em nivel de expressdo génica, tripanossomatideos exibem organizacao gendmica
em longas unidades policistronicas e auséncia de promotores convencionais para a
maioria dos genes codificadores. A transcricdo por RNA polimerase II ¢ amplamente
constitutiva, deslocando o controle diferencial para etapas pds-transcricionais; por isso,
processamento de RNA, estabilidade de transcritos e regulagdo traducional assumem
papel central'*!>. Mudancas de estagio e de condigdes ambientais sio acompanhadas por
reprogramagdes coordenadas predominantemente pods-transcricionais, frequentemente
sem variacdes equivalentes nas taxas de transcri¢do, o que sugere que a remodelacdao do
proteoma depende também de degradacdo seletiva de proteinas.

A adaptacdo ao ambiente do macrofago exige respostas integradas a pH acido,
aumento de temperatura, estresse oxidativo e mudangas nas fontes de carbono e
nitrogénio; sinais como pH e temperatura estdo associados a regulacdo do
desenvolvimento e da viabilidade do parasito'®. Analises protedmicas indicam que a
diferenciagdo envolve extensas reprogramagdes metabolicas e alteragdes temporais na
expressao proteica, implicando necessidade de remocao ativa de proteinas incompativeis
com 0 novo estagio e estabilizacio daquelas essenciais ao amastigota!”.

Nesse contexto, a degradacdo regulada de proteinas constitui um eixo central de
adaptacdo em Leishmania, especialmente num organismo com dependéncia limitada de
regulacdo transcricional gene-especifica. Sistemas de proteodlise regulada oferecem
arcabougo conceitual para entender como o parasito reorganiza rapidamente seu estado
celular diante de mudangas ambientais abruptas.

A homeostase proteica envolve reconhecimento e remog¢dao de proteinas mal
dobradas, danificadas ou desnecessarias, prevenindo toxicidade e permitindo
remodela¢do funcional. Em Leishmania, diferentes vias degradativas (autofagia, sistema
lisossomal, SUP e via excretoria'®) e peptidases (cisteino-peptidases, serino-peptidases,
aspértico-peptidases e metaloproteases'”) tém sido associadas a diferenciacdo e a
viruléncia, compondo um repertorio proteolitico relevante para adaptacdo e
desenvolvimento?’. Do ponto de vista translacional, proteases do parasito sdo discutidas
como potenciais alvos farmacologicos, refor¢ando a importdncia de compreender

sistemas proteoliticos para desenvolvimento de firmacos®'.
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Em suma, essas evidéncias sustentam que a proteolise intracelular em Leishmania
transcende a simples reciclagem molecular, sendo componente estrutural da biologia do
parasito, com impacto direto sobre diferenciacao, sobrevivéncia sob estresse e viruléncia.
Em um cendrio de regulagcdo transcricional limitada e necessidade de remodelagdo
protedmica rapida, mecanismos poOs-transcricionais e poOs-traducionais, incluindo
degradagdo seletiva, emergem como determinantes centrais da adaptacdo e sobrevivéncia

de Leishmania infantum.

1.3. — Proteolise intracelular e Sistema Ubiquitina Proteassoma (SUP)

A proteodlise intracelular em eucariotos constitui componente central da
homeostase celular, permitindo renovagao continua de proteinas e prevencao do acumulo
de espécies defeituosas. A eliminagdo seletiva de polipeptideos mal dobrados ou
danificados € essencial para evitar toxicidade proteica; o proteassoma 26S, maquinaria
ATP-dependente, atua na protecao celular sob estresses como choque térmico e estresse
oxidativo®?. Assim, a proteolise regulada integra um sistema estruturado de controle de
qualidade, ndo um processo inespecifico de degradacao.

Em perspectiva ampliada, o SUP e a autofagia compdem redes integradas e
frequentemente interdependentes para degradacdo de proteinas e organelas; a escolha
entre vias depende de propriedades biofisicas de substratos, organizacdo subcelular e
contexto de estresse!®. Além do papel no controle de qualidade, a degradacdo seletiva
regula niveis de proteinas sinalizadoras e componentes de vias criticas, conferindo
direcionalidade e irreversibilidade a transicdes bioldgicas, papel historicamente
consolidado do SUP em ciclo celular, regulacdao de fatores de transcri¢do e implicacdes
em doencas e desenvolvimento de fArmacos?>.

Os principios de proteostase e degradacdo seletiva sdo amplamente conservados
evolutivamente, sustentando a capacidade de eucariotos responderem a danos e variagdes
ambientais. Essa conservacao refor¢a a plausibilidade de investigar vias de protedlise em
protozoarios parasitos, pois mecanismos essenciais € conservados podem representar
pontos de vulnerabilidade funcional e potenciais alvos terapéuticos.

O SUP ¢ o principal mecanismo de protedlise regulada em eucariotos, operando
por conjugacdo sequencial de ubiquitina (Ub) a proteinas-alvo e subsequente
direcionamento ao proteassoma 26S (Figura 2). A Ub (76 aminoacidos) liga-se ao grupo
g-amino de lisinas internas ou ao N-terminal do substrato; em reagdo ATP-dependente, a

enzima E1 (Ubiquitin Activating Enzyme) ativa Ub, que ¢ transferida a E2 (Ubiquitin
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Conjugating Enzyme) e, finalmente, recombinada via E3 ligases, responsaveis por
reconhecer o substrato e catalisar a transferéncia de Ub. A modifica¢do pode ser mono ou
poliubiquitinacdo, destinando o substrato a degradagdo proteassomal ou modulando

fungdes nao proteoliticas. Por sua vez a reversibilidade ¢ assegurada pelas deubiquitinases

(DUBs) que removem ubiquitinas, regulando o ciclo®*.

K6/11/27/29/
) 33/48/63-linked

® —
Effector K63-linked: % Proteasome
l others?

}

¢ Protein trafficking Degradation of substrate
e Signalling by proteasome/antigen
® Enzyme activation presentation

Figura 2. Esquema geral do Sistema Ubiquitina Proteassoma. As enzimas E1 (UAE),
E2 e as E3 ubiquitina-ligases catalisam a ubiquitinacdo do substrato-alvo. Esta
modificagdo pos-traducional no substrato ocasiona a degradagdo pelo proteassoma ou
modulacdo de func¢do. Esse processo € reversivel devido a atividade das enzimas DUBs,
que removem as ubiquitinas dos substratos. Fonte: Figura adaptada de Bedford et al
(2011)%.

Embora classicamente associada a degradacao, o SUP exerce func¢des regulatorias
amplas em ciclo celular, sinalizagdo, crescimento, resposta ao estresse e diferenciagio?.

Em Leishmania, o SUP assume relevancia especial diante da necessidade de rapida

remodelagdo protedmica ao longo do ciclo de vida (promastigotas no vetor para
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amastigotas intracelulares). Evidéncias experimentais mostram que a atividade
proteassomal ¢ requerida para crescimento de promastigotas e sobrevivéncia de
amastigotas, inibidores como lactacystin comprometem crescimento e viabilidade?®, e
inibidores seletivos do proteassoma (ex.: LXE408) t€ém sido avaliados como candidatos
terapéuticos contra leishmanioses e outras doencas causadas por tripanossomatideos?’.

Estudos em diferentes espécies demonstram regulacdo dependente do SUP em
proteinas especificas (p. ex. LmjKIN13-1 em L. major; PTR1 em L. donovani), sugerindo
participacao direta do sistema na regulagao do ciclo celular e metabolismo. Analises
genOmicas e funcionais em L. mexicana identificaram repertorio extenso de E1, E2, E3 e
DUBs requeridos para proliferacdo, diferenciagdo de promastigota em amastigota e
manuten¢do da infec¢do; enzimas como UBC1/CDC34, UBC2, UEV1 e ligases HECT
foram associadas a diferenciacdo, enquanto UBA1b e outras E2/E3 sdo cruciais para
proliferagdo em modelos animais. DUBs especificas também mostram papel critico em
viabilidade e progressdo do ciclo de vida®®.

Particularmente relevante sao as diferengas estruturais entre componentes do UPS
de tripanossomatideos e ortdlogos humanos: estudos com El de Trypanosoma brucei
indicam que inibidores potentes da E1 humana (TAK-243) nem sempre inibem a enzima
do parasito, sugerindo oportunidade de seletividade baseada em particularidades
estruturais. Além disso, investigacdes em tripanossomatideos indicam diferengas
estruturais em componentes centrais da via, abrindo perspectivas para seletividade
farmacoldgica. A identifica¢do de duas isoformas de UBA1 (E1 ativadora de ubiquitina)
nesses organismos, em contraste com o Unico gene descrito em mamiferos e leveduras,
bem como a resisténcia diferencial a inibidores da UBA1 humana, reforca a plausibilidade
de estratégias de inibigdo seletiva nessa etapa da via®’. No genoma de L. infantum, foram
identificados ortélogos de SKP1, Cullin 1 e RBX1, com graus variaveis de identidade em
relagdo a proteinas humanas e conservacao de residuos criticos de interacao, sustentando
plausibilidade estrutural de complexos CRL1/SCF nesse parasito®’. Contudo, proteinas
F-box ortologas as humanas ndo foram identificadas, indicando que Leishmania pode
possuir F-box divergentes ou estruturalmente atipicas, potencialmente responsaveis por
especificidade funcional adaptada a sua biologia.

Essas evidéncias apontam que o SUP em Leishmania nao s6 mantém homeostase
proteica global, mas participa ativamente na regulacdo de diferenciacdo, metabolismo e

infectividade; a combinacdo de conservacao central e diferencas estruturais estratégicas
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posiciona o sistema como eixo de vulnerabilidade bioldgica e plataforma promissora para

investigacdo de alvos terapéuticos.

1.4. — As E3 Ubiquitina-ligases e os complexos CRL1 ou SCF1
As E3 ubiquitina-ligases conferem especificidade ao SUP ao reconhecer
substratos e catalisar transferéncia de Ub da E2 para a proteina-alvo. Estruturalmente, as
E3 dividem-se em 4 familias baseadas nos dominios de intera¢ao com as enzimas E2: a
HECT (Homologos to E6 Associated Protein), RING (Really Interesting New Gene), U-
box € RBR (RING between RING) (Figura 3). Elas possuem mecanismo de transferéncia
de ubiquitina, especificidade a substratos e regulacdo diferentes®!.

(A) HECT E3 Ligase (B) RING E3 Ligase
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Figura 3. Classificacdo das E3 ligases. As E3 sdo classificadas em quatro principais
1soformas com base nos dominios de interagdo com as enzimas E2, sendo elas: tipo HECT
(A), tipo RING finger (B), tipo U-box (C) e tipo RBR (D) (Fonte: Wang, 2025%?).

Entre as RING, as Cullin-RING ligases (CRLs) ou SCF (SKP1, Cullin 1 e F-box
protein) sdo complexos multiproteicos organizados em torno da proteina Cullin 1 que
funciona como um scaffold do complexo, associada ao C-terminal com a proteina RING-
box (RBX) e ao N-terminal a proteina SKP1 que se ligam as proteinas F-box que
reconhecem o substrato a ser ubiquitinado (Figura 4). Nos complexos CRL1 (SCF: F-
box-SKP1-Cullinl-RBX) a Cullinl organiza espacialmente o moddulo catalitico
(RBX/E2-Ub) e o moédulo de reconhecimento (SKP1-F-box), permitindo que diferentes

proteinas F-box definam a especificidade do complexo. As F-box interagem com SKP1
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via dominio F-box e reconhecem substratos por dominios acessorios (LRR, WD, etc.),
conferindo ao SCF ampla plasticidade funcional, particularmente em controle do ciclo

celular e regulagdo de vias de sinalizacao.

Figura 4. Esquema do complexo SCF1 composto pelas proteinas SKP1, Cullinal, RBX
e F-box (Autoria propria).

As CRL1 nas células de mamiferos desempenham diversas fungdes,
especialmente no ciclo celular, dado que a degradagdo de diversas proteinas relacionadas
aregulacdo das diferentes fases do ciclo celular € realizada pelas proteinas Fbxl1 (também
denominada de SKP2), Fbxw7 e Fbxw1a (também conhecida como BPTRCP) (Figuras SA
e B). Além das CRL1, as E3 ligases APC/C também desempenham papel essencial na
regulagdo do ciclo celular levando a degradacdo de diferentes substratos reguladores deste
processo (Figura 5A). A regulagdo de outras vias de sinaliza¢do intracelulares também ¢
realizada pelas CRLs, como por exemplo nas vias NF-kB (B-catenin), desenvolvimento
(Notch 1/4), metabolismo (FOXO1), resposta imune antiviral (Viral E7, Viral Vpu),

diferenciacdo, entre outras>’
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Figura 5. Regulacgéo do ciclo celular em mamiferos por E3 ubiquitina-ligases CRL1
e APC (Anaphase Promoting Complex). A) Em destaque estdo as proteinas E3 ligases
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APC e as CRLI1 com suas diversas proteinas F-box e seus substratos ja descritos na
literatura. B) Em azul e vermelho estdo as proteinas do ciclo celular que sao degradadas,
respectivamente, pelo CRL1 e APCs durante as fases do ciclo celular Fonte: Figura
adaptada de Nakayama (2006)*>.

Estudos estruturais detalharam a interface entre Skp1 e uma proteina F-box, como

Skp2, bem como a organizacdo geral do complexo SCF, demonstrando que o
posicionamento espacial entre o substrato e a enzima conjugadora de ubiquitina (E2)
determina a eficiéncia da ubiquitinagdo. Esses estudos revelaram que a proteina Cullin-1
atua como um andaime molecular rigido que organiza os mddulos de reconhecimento de
substrato (Skp1-F-box) e catalitico (Rbx1-E2), garantindo a proximidade e a orientacao
adequadas para a transferéncia da ubiquitina. Assim, as proteinas F-box ndo apenas
recrutam o substrato, mas também contribuem para seu posicionamento Otimo,
permitindo que residuos de lisina especificos sejam corretamente apresentados ao sitio
ativo da E2. Esse arranjo estrutural assegura a eficiéncia e a especificidade da reacdo de
ubiquitinagdo, evidenciando que a atividade do complexo SCF depende criticamente de

sua arquitetura tridimensional®** (Figura 6).

Figura 6. Estrutura quaternaria do complexo SCF determinada por cristalografia.
Cull, Rbx1, Skpl, Skp2 e uma E2 estdo coloridos em verde, vermelho, azul, magenta e
laranja, respectivamente. A cisteina do sitio ativo da E2, onde a ubiquitina estaria
covalentemente ligada, ¢ mostrada em representagdo de preenchimento espacial e
colorida em ciano. A seta cinza indica a lacuna de 50 A entre a extremidade do dominio
de repeti¢des ricas em leucina de Skp2 e o sitio ativo da E2 (Fonte: Schulman, 2000)*.
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Nosso grupo caracterizou funcionalmente a classe LinfCRL1 de Leishmania.
Foram identificados em L. infantum os genes LINF 110018100 (SKPI-like-protein), LINF
240029100 (Cull-like protein) e LINF 210005300 (RBXI putative). As identidades com
os ortdlogos humanos foram aproximadamente 63% (SKP1), 21% (CUL1) e 67%
(RBX1), e esses ortdlogos também aparecem em outras espécies de Leishmania. Apesar
da baixa identidade global de CUL1, residuos criticos para as interfaces SKP1-CULI e
CUL1-RBXI1 sao conservados, sugerindo manuten¢do estrutural do complexo. Além
disso, modelagens por AlphaFold indicaram alta similaridade estrutural entre
LinfSkp1/LinfCull/LinfRbx1 e seus ortélogo humanos. A superposi¢do do complexo
LinfCRL1 com o CRL1 humano mostrou topologia preservada, com CUL1 atuando como
arcabougo, ligando SKP1 no N-terminal ¢ RBX1 no C-terminal®’. Ensaios de co-
imunoprecipitagdo em HEK293T mostraram interagdo cruzada entre proteinas de L.
infantum e humanas (por exemplo, LinfSkpl com proteina humana contendo dominio F-
box e com CUL1 humano; LinfCull com SKPl e RBXIl humanos). A co-
imunoprecipitacdo de LinfSkpl, LinfCull e LinfRbx1 demonstrou que as trés proteinas

formam um complexo LinfCRL1 funcional®®

. Do ponto de vista funcional, os nocautes
de LinfSKP1 e LinfRBXI ndo gerou linhagens viaveis, indicando essencialidade desses
componentes. O nocaute de LinfCULI foi viavel, porém com reducdo de proliferagdo,
alteracdes no ciclo celular e aumento de formagao de rosetas, sugerindo papel central em
crescimento e organizagdo celular. Anélise de contetido de DNA por citometria revelou
acimulo de células em fases tardias de S e G2/M no nocaute de LinfCULI, com redugdo
da fragdo em G1/GO. Isso sugere que LinfCull regula a progressio da fase S e
possivelmente a transicdo de S tardia para G2°°. Esses achados estabelecem que L.
infantum possui um CRL1 funcional, com parceiros F-box e atividade de transferéncia de

ubiquitina, associado a processos celulares essenciais. Esses componentes do SUP podem

representar alvos potenciais para intervengdes contra leishmaniose visceral.

1.6. — Proteinas F-box: estrutura, func¢ao e diversidade

As proteinas F-box constituem uma familia de 68 adaptadores moleculares em
humanos que conferem especificidade de reconhecimento de substratos aos complexos
de E3 ubiquitina ligase do tipo SCF/CRL1 (Skp1—Cullin1-Rbx1-F-box). Essas proteinas
compartilham um motivo conservado de aproximadamente 48 aminoacidos (sequéncia
consenso), denominado dominio F-box, geralmente localizado na regido N-terminal,

responsavel pela interagdo direta com SKP1 e pelo consequente recrutamento a
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plataforma estrutural formada por Cullinl e Rbx13®. Esse arranjo estabelece a conexio
fisica entre o arcabougo catalitico da ligase e proteinas-alvo especificas, posicionando as
F-box como receptores de substrato dentro do complexo. A identificagdo de numerosos
membros contendo o dominio F-box revelou o amplo potencial de diversificagao
funcional do sistema SCF, permitindo a regulagdo seletiva da estabilidade de multiplas
proteinas celulares, particularmente aquelas envolvidas no controle do ciclo celular, na
sinalizacdo e na manuten¢do da homeostase proteica.

O avango das andlises estruturais e bioinformaticas demonstrou que, além do
dominio F-box conservado, essas proteinas apresentam regides C-terminais altamente
variaveis que contém dominios responsaveis pelo reconhecimento direto dos substratos.
Essa modularidade estrutural do dominio F-box para interagdo com SKP1 acoplado a
dominios acessorios de ligacdo ao substrato constitui o principal determinante da
especificidade funcional dos diferentes complexos SCF. Com base nessas regides
adicionais, as proteinas F-box foram organizadas em subclasses, incluindo FBXL
(contendo repetigdes ricas em leucina), FBXW (contendo repeticdes WD40 ricas em
triptofano) e FBXO (proteinas com dominios diversos ou ainda nao caracterizados). Em
organismos modelo, essa arquitetura permite que dezenas a centenas de F-box distintas
recrutem conjuntos especificos de substratos, conferindo ao SUP elevada seletividade e
amplo alcance regulatorio®’.

A andlise comparativa das sequéncias do dominio F-box ao longo da evolucao
eucaridtica indica que essa familia passou por expansdo e diversificacdo significativas,
associadas a eventos de duplicagdo génica, reorganizacdo de dominios e aquisi¢do de
novos médulos estruturais®’. Estudos sistematicos demonstraram que as proteinas F-box
constituem uma ampla superfamilia multigénica, cujo aumento no niimero de membros
ocorreu principalmente por eventos de duplica¢do seguidos de divergéncia funcional.
Esse processo evolutivo ampliou a complexidade funcional do SUP, possibilitando que
diferentes proteinas F-box reconhecam degrons especificos presentes em proteinas-alvo.
Frequentemente, esses degrons tornam-se acessiveis ou funcionalmente ativos em
resposta a modificagdes pos-traducionais, especialmente a fosforilagio (Figura 7)°%.
Assim, o reconhecimento dependente de fosforilagdo permite que sinais transitorios
mediados por quinases e fosfatases sejam convertidos em respostas robustas, como

24,38

ubiquitinagdo e, muitas vezes, degradacdo proteica”™”°. Esse mecanismo vincula a

decisdo de ubiquitinacdo ao estado conformacional e ao padrdo de modificagdes da
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proteina-alvo, reduzindo eventos de ubiquitinacao indevida e aumentando a precisao do
controle celular.

Nesse contexto, a ubiquitinacao deve ser compreendida ndo apenas como um
mecanismo de reciclagem proteica, mas como um codigo molecular regulatorio capaz de
direcionar tanto a degradagao quanto fungdes nao proteoliticas das proteinas modificadas.
Historicamente, a degradacdo seletiva mediada por SCF consolidou-se como um eixo
central de regulagcdo celular, integrando controle temporal, qualidade proteica e
sinalizacdo intracelular’®. Em conjunto, a conservagio estrutural do dominio F-box,
aliada a diversidade dos dominios de reconhecimento de substrato e a integracdo com
sinais poés-traducionais, sustenta a ampla diversidade funcional dessa familia,
posicionando as proteinas F-box como elementos centrais na arquitetura ¢ na dinamica
regulatoria das ligases E3 do tipo SCF/CRL1 em diferentes organismos e contextos

fisiologicos®®8.
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Figura 7. As proteinas F-box-like funcionam como adaptadores no complexo LinfCRL1,
reconhecendo substratos por multiplos mecanismos que podem atuar isoladamente ou de
forma combinada, garantindo controle preciso da ubiquitinacao e da estabilidade proteica.
Em um mesmo substrato, podem integrar o reconhecimento de fosfodegrons dependente
de fosforilagdes prévias e de degrons nao modificados, cuja interagao pode ser modulada
por restri¢des estruturais que regulam o acesso ao sitio de reconhecimento (Fonte: Skaar,
2013)%.

Nos tripanossomatideos, o SUP apresenta componentes conservados do complexo
SCF (Skp1—Cullinl-Rbx1-F-box), embora com particularidades evolutivas marcantes.

Em Trypanosoma brucei, estudos funcionais demonstraram que os componentes centrais
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do complexo SCF sdo essenciais para a progressao do ciclo celular, indicando que a
ubiquitinagdo dependente de F-box exerce papel critico na regulagdo temporal da
degradagdo proteica. Analises genomicas revelaram um repertdrio especifico de proteinas
contendo dominio F-box, sugerindo que esses parasitos adaptaram o maquinario SCF as
suas caracteristicas singulares de regulacdo génica predominantemente pos-
transcricional. Além disso, abordagens experimentais recentes evidenciaram que o
complexo SCF endogeno em 7. brucei ¢ funcionalmente competente para mediar
degradacao proteica direcionada, validando a atividade biologica das F-box no contexto
celular do parasito’’.

De maneira complementar, em Trypanosoma cruzi, analises bioinformaticas e
protedmicas identificaram multiplas proteinas F-box-like, algumas apresentando
organizagdo estrutural distinta do padrdo classico descrito em outros eucariotos. A
variagdo na posi¢do do dominio F-box e na arquitetura modular dessas proteinas sugere
diversificacdo funcional ao longo da evolucdo dos tripanossomatideos. Esses achados
indicam que o complexo SCF em 7. cruzi pode estar envolvido em processos regulatorios
associados a diferenciacao, adaptacdo ao hospedeiro e sobrevivéncia em condigdes de
estresse, reforgando a nocdo de que as F-box-like nesses organismos ndo sao apenas
estruturalmente conservadas, mas funcionalmente especializadas®.

A integracdo dessas evidéncias com dados obtidos em Leishmania infantum
fortalece o conceito de que os tripanossomatideos possuem complexos do tipo CRL1/SCF
ativos e biologicamente relevantes. Estudos recentes do nosso grupo empregando
protedmica por espectrometria de massas para analise dos interatomas de LinfSkpl e
LinfCull revelaram proteinas associadas a multiplos processos celulares. Nesse contexto,
seis proteinas F-box-like (LinfFlp1—-6) foram identificadas, e a intera¢do de cada uma com
LinfSkpl foi confirmada, reforcando a presenca de complexos do tipo SCF com
especificidade de substrato mediada por F-box. Ensaios in vitro demonstraram que o
complexo LinfCRLI associado a LinfFIp1 € capaz de transferir ubiquitina, evidenciando
atividade E3 ligase funcional no parasito’’.

Considerando a forte dependéncia desses organismos de mecanismos pos-
transcricionais para o controle da expressao génica, a regulacdo mediada por proteinas F-
box-like pode representar um eixo central de controle celular. Em Leishmania, a
necessidade de remodelacdo protedmica rapida durante a diferenciagdo promastigota—
amastigota sugere que modulos de reconhecimento como F-box atuem como pontos

estratégicos de regulagdo em transicdes de estado celular, resposta ao estresse e
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coordenagao do ciclo celular. Dessa forma, a caracterizagdo bioquimica, funcional e
estrutural das F-box-like em Leishmania nao apenas contribui para o entendimento da
biologia basica do parasito, mas também pode revelar vulnerabilidades potencialmente
exploraveis no desenvolvimento de estratégias terapéuticas seletivas®*!.

As limitagdes terapéuticas observadas no tratamento das leishmanioses, aliadas
ao risco crescente de resisténcia, reforcam a necessidade de identificar ¢ validar alvos
moleculares essenciais do parasito®!%!!. Paralelamente, as particularidades da regulacio
génica em tripanossomatideos (marcada por forte controle pds-transcricional) e a
exigéncia de intensa remodelagao protedmica durante a diferenciagdo entre promastigota
e amastigota sustentam a relevancia de mecanismos de controle proteico para a adaptacao
e sobrevivéncia do parasito!*!%1742 Nesse contexto, o Sistema Ubiquitina—Proteassoma
(SUP) emerge como eixo regulatorio central, capaz de integrar controle de qualidade
proteica, regulagcdo funcional e plasticidade celular.

Embora ortélogos dos genes humanos SKPI, CULI E RBXI tenham sido
identificados no genoma de L. infantum, nao foram encontradas proteinas ortdlogas as F-
box de H. sapiens no parasito. Essa auséncia sugere um grau de divergéncia evolutiva nos
adaptadores de reconhecimento de substrato do complexo SCF no parasito, o que pode
refletir mecanismos regulatorios especificos e potencialmente exploraveis do ponto de
vista terapéutico. Nesse contexto, a identificacdo e caracterizagdo de um complexo
CRL1/SCF funcional em L. infantum contendo proteinas F-box-like (LinfFlp) associadas
a LinfSkp1°°, reforca a hipotese de que esses adaptadores desempenhem papéis centrais
em processos fundamentais do parasito, como crescimento, diferenciacdo e adaptacao ao
ambiente intracelular. Caracterizamos 6 LinfFlps em L. infantum, mas a funcao destas
proteinas ndo foi investigada.

Portanto, a caracterizagdo bioquimica e estrutural das proteinas LinfFlps em L.
infantum representa um passo estratégico para elucidar a especificidade do SUP nesse
organismo. Essa abordagem pode fornecer bases moleculares para investigagcdes
funcionais, integrar a compreensdo do SUP a biologia adaptativa do ciclo de vida do
parasito e contribuir para a identificagdo de vulnerabilidades moleculares exploraveis,
particularmente relevantes diante da auséncia de ortdélogos humanos, com impacto
translacional no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a leishmaniose

visceral.
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2. OBJETIVOS

2.1. — Objetivo geral

Caracterizar bioquimicamente e funcionalmente os genes LINF 150014400
(F-box like protein 2 — LinfFLP2) e LINF 140018100 (F-box like protein 3 -
LinfFLP3) em Leishmania infantum.

2.2. — Objetivos especificos

2.3. -

Realizar o nocaute dos genes LinfFFLP2 e LinfFLP3 por CRISPR-Cas9;
Obter linhagens de Leishmania infantum expressando estavelmente as
proteinas LinfFIp2 e LinfFlp3 em fusdo com a tag HA no C-terminal e avaliar
suas localiza¢des intracelulares;

Identificar as proteinas parceiras de LinfFlp2 e LinfFlp3 através de
imunoprecipitagdo dos lisados proteicos seguida por andlise através de
espectrometria de massas (MS);

Buscar dentre as proteinas parceiras identificadas por MS de cada linhagem,
aquelas com fung¢des relacionadas ao SUP com capacidade de ubiquitinacao
dependente de LinfFIp2 e LinfFlp3;

Gerar linhagens nocaute de uma copia do gene LinfFLP3 para avaliar a

morfologia, capacidade de crescimento e ciclo celular.

Hipoteses

Os nocautes parciais e/ou completos dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3 afetam
a prolifera¢do, ciclo celular, morfologia e diferenciagdo do parasito de
promastigotas em amastigotas;

As proteinas LinfFlp2 e LinfFlp3 interagem com proteinas envolvidas em vias
bioquimicas importantes de diferentes processos celulares que afetam a

sobrevivéncia e adaptacao do parasito.

3. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Bioquimica Celular — LBqC, do

Departamento de Genética e Evolugdo — DGE/UFSCar, obedecendo todos os
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Procedimentos Operacionais Padrao (POPs) e as Boas Praticas Laboratoriais (BPLs) para

a seguranc¢a do manipulador e confiabilidade nos resultados experimentais obtidos.

3.1. — Cultivo de promastigotas de L. infantum

O LBqC- Laboratério de Bioquimica Celular ¢ certificado pelo CTNBio como
NB2 (Extrato de parecer 6961/2020, D.O.1. de 10/06/2020) para trabalho com Leishmania
infantum, L. amazonensis e L. braziliensis, lentivirus e retrovirus recombinante ¢ SARS-
CoV-2 inativado. O isolado de L. infantum HU-UFS14 (Repositorio Institucional da UFS)
obtido de um garoto de 15 anos diagnosticado com leishmaniose visceral no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe em 2009 foi utilizado neste projeto®.
Este isolado foi inicialmente caracterizado em infecgdes experimentais em 2015 pelo
Laboratdrio de Imunoparasitologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP-
USP) e desde entdo tem sido utilizado em modelos de infeccdo in vivo e in vitro em
estudos publicados em diferentes artigos. Este isolado foi descongelado em gelo e
posteriormente, lavado em PBS 1x e centrifugados a 1050 % g por 10 min a 4°C. O
precipitado foi ressuspendido em 5 mL de M 199 contendo 20% (v/v) de soro bovino fetal
(SBF) inativado, antibidticos (Penicilina-Streptomicina — 1:100). Por fim, o material foi
transferido para uma garrafa de cultivo e o crescimento foi realizado a 25°C de 4 a 7 dias.

Os parasitos foram repicados de acordo com a confluéncia das garrafas sendo atingidas.

3.2. — Nocaute génico por CRISPR-Cas9

A linhagem LinfCas9/T7 foi produzida conforme Correia et al 2024°° através da
transfec¢do de promastigotas com o vetor de expressao epissomal pTB007 contendo os
genes da nuclease Cas9 com sinalizagdo nuclear e 3 epitopos da tag FLAG, da RNA
polimerase T7 com sequéncia de sinalizagdo nuclear, e o gene de resisténcia a
higromicina, permitindo o reparo do DNA com a inser¢ao do DNA doador e a transcri¢do
in vivo do sgRNA a partir do produto de PCR dupla fita (sgDNA). A transfeccao foi
efetuada em tampao 1x Tb-BSF buffer (90 mM de fosfato de so6dio, 5 mM de KCl, 0,15
mM de CaClb, 50 mM de HEPES) utilizando o eletroporador ECM 830 (BTX Molecular.
Delivery Systems) foi utilizado para as transfec¢des seguindo o protocolo standard para
Leishmania mexicana.

Apds 7 dias de transfeccdo foi possivel verificar que as formas promastigotas
transfectadas apresentaram resisténcia ao antibidtico e a producdo da linhagem Cas9T7

foi confirmada através de PCR com primers especificos para o gene da nuclease Cas9,
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sendo 0 forward. CATCGTGGACGAGGTGGCCT, e reverse:
GAGGGCCACGTAGTAGGGG. Através da metodologia descrita em Beneke et al
(2017)®, com utilizagdo da cepa L. Infantum Cas9T7, as cepas nocautes foram
estabelecidas. As sequéncias de primers para amplificagdo por PCR dos sgDNAs (single
guide DNAs) e os cassetes de reparo para os genes deletados foram desenhados através
da ferramenta online LeishGEdit (http://www.leishgedit.net/Home.html) (Tabela 1)
inserindo de entrada os identificadores dos genes LinfFLP2 (LINJ 15 0740)
(Uncharacterized protein) e LinfFLP3 (LINJ 14 1250) (Putative ras-like small

GTPases). Para obtencao e amplificacdo dos cassetes de reparo (doadores) dos genes
nocauteados, os primers 1 ¢ 5 representados na Figura 8 foram utilizados juntamente

com os templates pTBlast vl e/ou pTPuro vl (http://www.leishgedit.net/Home.html).

Este produto de PCR determina o DNA doador entregue a célula nocauteada. Para
amplificacdo do sgDNA, utilizamos os primers 5° sgRNA e 3’sgRNA (Tabela 1) usando
como template a sequéncia de gRNA
(AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTA
TTTT AACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC).

Os produtos derivados de PCR foram transfectados na linhagem L. infantum Cas9-
T7 e o sgRNA produzido in vivo pela linhagem. Para obtencao das linhagens nocautes, 2
x 107 células de L. infantum Cas9T7 foram transfectadas, utilizando 5 pg do produto de
PCR do cassete de reparo (DNA doador) e 2 ug dos sgDNA 3’ e 5° amplificados por PCR
referente a cada um dos genes nocauteados. As linhagens foram deixadas em meio sem
antibiotico por 24h (tempo de integragdo do cassete de reparo ao genoma), seguidamente
o antibidtico correspondente ao gene de resisténcia contido no cassete de reparo foi
adicionado. Adi¢do ao meio de cultivo: higromicina 60 pg/mL; puromicina a 120 pg/mL
e blasticidina a 60 pg/mL. Deste modo, as linhagens que receberam o cassete de reparo,
obtiveram seus respectivos genes nocauteados e sobreviveram a exposi¢do aos
antibioticos, foram selecionadas. Como os genes de Leishmania infantum estao
apresentados no genoma em uma copia por cromossomo diploide, dois cassetes de reparo
diferentes contendo os genes para crescimento em diferentes antibidticos foram entregues
as células para obtencdao do duplo nocaute, enquanto para o single nocaute, apenas um
cassete de reparo foi utilizado. Posteriormente, o DNA das linhagens selecionadas foi
extraido pelo kit QTAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit. As respectivas alteracdes no
genoma pelo sistema CRISPR-Cas9 foram avaliadas por PCR dirigidos aos respectivos

locus dos genes propostos neste projeto de pesquisa (Tabela 2). Os vetores pT foram
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fornecidos pelo Prof. Dr. Adriano Cappellazzo Coelho (IB-Unicamp), nos quais foram
transformados em células competentes DH5a, cujas colonias crescidas foram inoculadas
para crescimento e purificagdo do seu DNA plasmidial por mini-prep (Qiagen - cat. no.
27106). Além disso, o eletroporador ECM 830 (BTX Molecular. Delivery Systems) foi

utilizado para as transfec¢des seguindo o protocolo standard para Leishmania mexicana.

Tabela 1. Primers utilizados para nocaute dos genes alvos, disponiveis no sitio:

http://www.leishgedit.net/Home.html.

Primers Sequéncia (5’ - 3’)

" ATGGAGACACGGGCGCAGGAACGCACAGCCgtgtateggatgteagttgecCGGGTGTTGGG |

FLP2-barcode-UFP ACCTTTgtataatgcagacctgetge

FLP2-DRP ATACACGTGCAGAGCAACGCGACACAGAGTccaatttgagagacctgtge
FLP2-3sgRNA gaaattaatacgactcactataggCCCCCTCCCGAACTTGATGAgttttagagctagaaatage
FLP2-5sgRNA gaaattaatacgactcactataggeCTCGGGAGAAGTATTGTGGAgttttagagctagaaatage

TCTGCGGCTGCGTCCGCCTCTCGGCGGGCAgtgtatcggatgtcagttgcTCGATGCCCGTAT

FLP3-barcode-UFP CACCgtataatgcagacctgetge

FLP3-DRP CGCAACACGCTCTTGTCGAGGAGCGCATTCccaatttgagagacctgtge
FLP3-3sgRNA gaaattaatacgactcactatagg TTTACATCTGCAGCACCCAAgttttagagctagaaatagccagacctgetge
FLP3-5sgRNA gaaattaatacgactcactatagg ATCGGCGACAACGAGCCATCgttttagagctagaaatage

Tabela 2. Primers utilizados para validagcdo de alteragdes gendmicas induzidas pelo

sistema CRISPR-Cas9 nos respectivos /oci génicos.

Primers Sequéncia

' FLP2-UFP ' ATGGAGACACGGGCGCAGGAACGCACAGCCGTATAATGCAGACCTGCTGC
FLP2-URP AGGCAGAGAATTCCCGTCTTTGCCGTTCATACTACCCGATCCTGATCCAG
FLP3-UFP TCTGCGGCTGCGTCCGCCTCTCGGCGGGCAGTATAATGCAGACCTGCTGC
FLP3-URP GGAGGATTGCACCGCACCACTGCCGCTCATACTACCCGATCCTGATCCAG
BLAST F ATGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCA

BLAST R GCCCTCCCACACATAACCAG

PURO F ATGACTGAATACAAGCCAACGGTTC

162-R CCAATTTGAGAGACCTGTGC
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Figura 8. Imagem adaptada do site http://www.leishgedit.net/Home.html indicando os
primers e vetores utilizados para a insergdo do cassete de reparo no locus dos genes alvo™.

3.3. — Curva de crescimento de promastigotas

As seguintes linhagens foram geradas e utilizadas neste trabalho:

- L. infantum Cas97T7; LinfFLP2 duplo nocaute (DKO); LinfFLP2-HA; LinfFLP3
duplo nocaute (DKO) (ndo vidvel); LinfFFLP3 single nocaute (SKO); LinfFLP3-HA com
duplo nocaute genomico de LinfFLP3.

As linhagens foram plaqueadas em triplicata em placas de 12 pocos contendo 2 x
10° cellssmL em 2 mL de meio M199 completo (20% SBF, 1% Penicilina-
Estreptomicina). Para todas as linhagens foram adicionados ao meio de cultivo seus
respectivos antibidticos de selecdo. A contagem de promastigotas foi realizada através da
dilui¢do 1:100 das amostras em PBS 1X + formaldeido 2%, onde 10 puL dessa mistura foi
colocada na camara de Neubauer para a contagem dos cinco quadrantes da diagonal

localizados no quadrante central. O niimero total de células foi obtido através da formula:
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(Q1+Q2+Q3+Q4+Q5) x 5 x 10> x 10

As placas foram mantidas em estufas a 27°C em atmosfera de 5% de CO2. A
contagem celular foi realizada a cada 24h durante 8 dias consecutivos. A geracao do
grafico e analise dos valores obtidos foram produzidos através do teste estatistico two-

way ANOVA pelo programa GraphPad Prism v5.0.

3.4. — Marcacgdo de DNA para andlise por citometria de fluxo

Para a anélise do conteido de DNA por citometria de fluxo, as células foram
inicialmente coletadas por centrifugagdo a 1.600 x g por 3 minutos, utilizando tubos tipo
Falcon de 15 mL. Para culturas com densidade celular entre aproximadamente 2 x 10° e
7 x 10° células/mL, um volume de 3 mL foi considerado suficiente para cada amostra.
Apos a centrifugacdo, o pellet celular foi imediatamente ressuspendido em 1,5 mL de
PBS 1X suplementado com 5 mM de EDTA. As amostras foram entdo homogeneizadas
até completa dispersao dos agregados celulares, garantindo uma suspensao uniforme. Em
seguida, foram adicionados lentamente 7 mL de metanol absoluto a suspensao celular,
sob agitacdo continua, promovendo a fixagao das células. Apds a adi¢do do metanol, as
amostras foram novamente homogeneizadas. A partir desta etapa, as amostras fixadas
puderam ser manipuladas fora de condi¢des estéreis. Para a etapa de marcagdo, as
amostras fixadas foram previamente homogeneizadas e uma aliquota de 5 mL foi retirada
para processamento, mantendo-se o restante como reserva. As células foram entdo
centrifugadas a 1.600 x g por 3 minutos e o sobrenadante cuidadosamente descartado por
inversdo do tubo. O pellet celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X suplementado
com 5 mM de EDTA, contendo 10 pg/mL de iodeto de propidio (Propidium lodide, PI)
e 10 pg/mL de RNAse A. As amostras foram novamente homogeneizadas. Em seguida,
os tubos foram protegidos da luz com papel aluminio e incubados a 37 °C por um periodo
de 15 a 30 minutos, permitindo a degradacdo do RNA e a adequada incorporagdao do
corante a0 DNA. As amostras foram mantidas protegidas da luz at¢ o momento da
aquisi¢do dos dados, que foi realizada em citometro de fluxo CytoFlex (Beackman) para
analise do conteudo de DNA e distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo

celular.
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3.5. — Imunofluorescéncia em células de Leishmania

Para os ensaios de imunofluorescéncia, laminulas de vidro foram previamente
preparadas por tratamento com poli-L-lisina, visando favorecer a adesdo celular. As
laminulas foram incubadas com a solugcdo por um periodo de 15 a 30 minutos a
temperatura ambiente e, posteriormente, secas ao ar em condigdes estéreis. Para a
preparagdo das amostras, foram utilizadas 1 x 10°¢ células por laminula. As células foram
inicialmente coletadas por centrifugacdo a 1600 x g por 10 minutos e lavadas duas vezes
com 500 puL de PBS 1X, a fim de remover residuos do meio de cultura. Em seguida, o
pellet celular foi ressuspendido em 500 pL de solucdo de paraformaldeido a 2% em PBS
1X, mantendo-se uma densidade celular aproximada de 5 x 10* células/uL, e incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo em rotador, garantindo uma fixacao
homogénea. Apds a fixacdo, as células foram novamente centrifugadas a 1600 x g por 5
minutos, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 500 uL de PBS 1X. Para
a etapa de adesdo, 30 pL da suspensdo de células fixadas foram cuidadosamente
depositados sobre cada pogo da lamina de 12 wells (Perfecta) e incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente, permitindo a fixacao das células a superficie. Apds esse periodo,
o excesso de liquido foi removido cuidadosamente, evitando o deslocamento das células
aderidas. A permeabilizagdo celular foi realizada pela adigdo de uma gota de solugdo de
0,5% de Triton X-100 em PBS, em 30 pL para apenas cobrir o pogo, com incubacao por
10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas uma vez com
30 uL de PBS 1X. Para a imunomarcacdo, foi realizada inicialmente uma etapa de
bloqueio com 30 pL de solucdo de BSA a 3% em PBS contendo 0,3% de Triton X-100,
por um periodo de 30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente. Apds a remocgdo da
solugdo de bloqueio, o anticorpo primario (anti-HA #3724, Cell Signaling), previamente
diluidos em BSA 3% em PBS 1X contendo 0,3% de Triton X-100, foram adicionados as
amostras, respeitando-se as diluicdes recomendadas pelos fabricantes, e incubados
overnight a 4 °C. Ap6s a incubacdo com o anticorpo primario, as células foram lavadas
trés vezes com 30 puL de PBS 1X, a fim de remover anticorpos nao ligados. Em seguida,
procedeu-se a incubagdo com anticorpos secundarios (Alexa Fluor Goat anti-rabbit 488-
Thermo, na dilui¢ao de 1:800), diluidos em BSA 3% em PBS contendo 0,3% de Triton
X-100, por 30 minutos a temperatura ambiente. A partir dessa etapa, todos os
procedimentos foram realizados protegidos da luz para evitar fotodegradagdo dos
fluoréforos. Apds a incubacdo com os anticorpos secundarios, as células foram lavadas

trés vezes com PBS 1X, com durag@o de 5 minutos cada lavagem, mantendo-se sempre
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protegidas da luz. Por fim, as laminulas foram montadas em laminas de microscopia
utilizando meio de montagem contendo DAPI (Fluoro Mount-G™ Mounting Medium,
with DAPI, Thermo), para marcacdo do DNA nuclear e cinetoplastidial. As laminas foram
entdo armazenadas no escuro até a completa secagem do meio de montagem e posterior
analise em microscopio confocal LSM 980 Airyscan 2 (Zeiss) no Laboratorio de

Caracterizag¢ao Estrutural (LCE) da UFSCar.

3.6. — Subclonagem dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3 com tag HA no C-
terminal no vetor pLEXSY-neo2

Para a clonagem dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3, os insertos foram amplificados
por PCR a partir de templates contendo estes genes clonados no vetor pcDNA3.1(+)-C-
HA, utilizando primers contendo sitios de restricdo das enzimas Notl e Ncol (Thermo
Fisher) e a sequéncia da tag HA (Tabela 3). As reacdes de PCR foram realizadas com a
enzima Fast Polymerase (FastPol HF DNA Polimerase #POL-132XL, Cellco), segundo
informagdes do fabricante ¢ detalhadas na Tabela 4. A ciclagem foi realizada conforme

Tabela 5.

Tabela 3. Sequéncia dos primers para clonagem dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3 com
a tag HA (C-terminal) no vetor pLEXSYneo2. Os nucleotideos grifados em verde e
vermelho representam o start e stop codon, respectivamente € em letra minuscula
representam o sitio de restri¢do.

Primers Sequéncia Tm
HA Reverse Notl ATTAgcggecgc TTAGCGTAATCTGGT 68 °C
FLP2-Ncol Forward CTATccatggATGAACGGCAAAGACGG 63 °C
FLP3-Ncol Forward ATATCAccatggATGAGCGGCAGTGG 64 °C

Tabela 4. Reacdo de PCR para amplificag¢do dos genes LinfFFLP2 e LinfFLP3.

RS Quantidade e
volume
H.O 30,5 uL
Buffer (10X) 10 uL
dNTP 5uL
Primer forward 1,5 pL
Primer reverse 1,5 uL
Fast polymerase (cellco) 0,5 uL
DNA template (100 ng/ul.) 1 uL
Volume total 50 uL
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Tabela 5. Ciclagem de PCR para amplifica¢ao dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3.

Temperatura (°C) | Tempo Ciclos
95 1 min 1
95 30s
60 1,45 min 35X
72 20s
72 7 min 1
4 o 1

Apos areacao de PCR, os produtos amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8% e visualizados utilizando SYBR Safe (Thermo Scientific). As
bandas correspondentes foram cuidadosamente excisadas com o auxilio de um
transiluminador e, em seguida, purificadas utilizando o kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen, cat. no. 28704), seguindo o protocolo do fabricante. Os fragmentos purificados
e o vetor de expressdo pLEXSYneo2 foram digeridos com as enzimas Notl/Ncol
conforme as instrucdes do fabricante e descritas na Tabela 6 a 37°C por 3 horas, seguida

de inativag¢do enzimatica a 80°C por 20 minutos.

Tabela 6. Reacdo de digestao dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3 e do vetor pLEXSYneo2.

pLEXSYneo2 LinfFLP2/LinfFLP3
(Notl/Ncol) (Notl/Ncol)
Componentes | Volume Componente Volume
fll 3sgr;ndeo 2 uL Inserto purificado 30 uL
Notl 1uL | Notl 1 uL
Ncol 1 uL | Ncol 1 uL
Buffer (2X) 2 uL Buffer (2X) S5uL
H20 14 ul.  |H20 13 uL
Volume final 20 uL | Volume final 20 L

Os produtos das digestdes enzimaticas dos vetores foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e posteriormente purificados. Os insertos foram
entdo ligados aos respectivos vetores previamente digeridos, utilizando a enzima T4 DNA
ligase, em tampao fornecido pelo fabricante (Thermo Scientific, cat. 15224041). A reagdo
de ligacdo de 20pL foi realizada a 22°C por 1 hora, utilizando os volumes e

concentracdes para as proporgdes 1:1 e 3:1 conforme NEBioCalculator. Apos a

incubagdo, a enzima foi inativada a 70 °C por 5 minutos. Todo o DNA plasmidial obtido
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foi entdo introduzido em células competentes DHS5a por meio de transformagao via
choque térmico. A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos, seguida de um choque
térmico a 42°C por 1 minuto, e imediatamente incubada novamente no gelo por 5
minutos. Apos esse processo, foram adicionados 800 pL de meio LB liquido, e as células
foram incubadas a 37°C e 200 rpm por 1 hora. Em seguida, a cultura foi centrifugada a
2.150 x g por 5 minutos, parte do sobrenadante foi descartada, e o pellet celular foi
ressuspendido no volume restante do meio. As células transformadas foram entdo
plaqueadas em meio LB-agar contendo ampicilina, garantindo a selegao dos clones
portadores do vetor, uma vez que este contém um gene de resisténcia ao antibidtico
ampicilina. As colonias obtidas foram inoculadas e incubadas a 37°C e 200 rpm por 12
horas para crescimento. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o protocolo do
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Cat. No. 27104). Para confirmar a clonagem, o
DNA purificado foi digerido com as enzimas Notl/Ncol. Os produtos diferidos foram
separados em gel de agarose 0,8% para verificagdo de liberagdo dos insertos. Apos a
confirmagdo por digestdo os plasmideos foram sequenciados no Centro de Estudos do
Genoma Humano e Células-Tronco, no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo (IB - USP). Ap6s confirmagdo das sequencias, procedeu-se a digestdo overnight
com a enzima Swal (Thermo Fisher), visando a linearizagdo do vetor e a excisdo da regido
bacteriana (Figura 8). Uma pequena fracdo do material digerido foi analisada em gel de
agarose 0,8% para confirmacdo do processo, e o restante foi purificado para posterior
utilizagdo na transfec¢do por eletroporagdo das L. infantum. O processo de eletroporacao
foi o mesmo descrito anteriormente na se¢ao 4.2., mas utilizou-se apds 24 hrs de
transfeccdo o antibidtico G418 (analogo a neomicina) a 300 pg/mL para selecdo. O
plasmideo pLEXSY-Neo2 digerido integra-se de forma constitutiva por meio de

recombinacdo homologa apos o promotor ribossomal 18S (Figura 9).
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Swal (8903)

PLEXSYneo2

8907 bp

Swal (6039)

Spel (4351)

Figura 9. Mapa do vetor de expressdo pLEXSY-neo2 (Cat. No. EGE-233) com sitios
de clonagem para os genes-alvo, substituindo o fragmento stuffer de 1 kb. As regides
S'ssu e 3'ssu sdo responsaveis pela recombinagdo homdloga no cromossomo hospedeiro
apds a linearizacdo do plasmideo de expressdo com Swal. Esquema retirado do
www.jenabioscience.com.

3.7. — Purificacdo das proteinas parceiras de LinfFlp2-HA e LinfFIp3-HA nas
linhagens de L. infantum por imunoprecipitacdo

Os procedimentos foram realizados para cada uma das 2 linhagens de L.infantum
geradas neste trabalho em comparagdo a linhagem controle Cas9T7. Para cada uma das 3
replicatas independentes cerca de 4x10° promastigotas foram lavadas duas vezes com
PBS1x e foram lisadas em 500 pL de tampao gelado (50 mM Tris-HCI pH 7.2, 225 mM
KCl, e 1% NP-40) suplementado com o coquetel de inibidores de protease SIGMAFAST
(Sigma-Aldrich) e inibidores de fosfatase (10 mM de NaF e 1 mM de Na3;VOs) (Sigma-
Aldrich) com trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a
temperatura ambiente. Posteriormente, os lisados foram mantidos em gelo por 30 minutos
e depois centrifugados por 20 minutos a 14.000 x g a 4 °C. A concentragdo de proteinas
foi determinada por reagente de Bradford (Sigma Aldrich). Lisados equivalentes a 28 mg
(Cas9T7), ou 11 e 5 mg de proteinas para LinfFIp2 e LinfFIp3, respectivamente, foram
incubados com 50 pL de beads contendo anticorpo anti-myc imobilizado (Ezview anti-
myc- SigmaAldrich) por 3h/ 4°C em rotagdo. As beads foram lavadas 5x com tampao de

lise gelado e 5x com tampao de lise gelado sem NP40. Apds as lavagens, as proteinas
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ligadas nas beads foram eluidas com 40 pul de cloreto de guanidino 6M por 10 minutos

em TA.

3.8. — Preparacdo das amostras para andlise por espectrometria de massas

As fragoes eluidas foram diluidas em bicarbonato de amdnio 50 mM para reduzir
a concentragdo do cloreto de guanidino para 1M. Em seguida, a reducao das proteinas foi
realizada com a adi¢do de ditiotreitol (DTT) 0,5M para concentracao final de 10 mM e as
amostras incubadas a 56°C por 20 minutos. Para alquilagdo dos grupos tidis, adicionou-
se iodoacetamida 0,55 M fresco para concentragao final de 20 mM, e as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos, protegidas da luz. Depois, 2 pg de
tripsina gold (Promega V5280) diluida em bicarbonato de amdnio 50 mM foi adicionado,
e as amostras foram misturadas e incubadas durante a noite a 37°C. A reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 2 pL de écido trifluoroacético fumegante e incubada por 5
min a temperatura ambiente e o pH acido foi confirmado em fita indicadora. A partir deste
ponto, as amostras foram processadas no Laboratorio Nacional de Biociéncias em
Campinas no Laboratorio MAS, em proposta multiusuaria aprovada (MAS 25791). Estas
amostras foram processadas para dessaliniza¢ao usando Stage Tips com membranas C18
(discos de extracao Octadecil C18-silica ligada — 3M Empore) e completamente secas em

um evaporador (SPD 1010 SpeedVac, Thermo)*.

3.9. — Andlise por Nanoflow nLC-MS/MS

As amostras foram reconstituidas em 10 puL de acido féormico, e um aliquota de 1
pL foi analisada utilizando um espectrometro de massas Orbitrap Velos com capacidade
ETD (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) acoplado a um sistema EASY-nLC
(Proxeon Biosystem, West Palm Beach, FL, EUA) por meio de uma fonte de ions
nanoelectrospray Proxeon. Os peptideos foram separados utilizando uma coluna analitica
PicoFrit (20 cm x ID75 pum, tamanho de particula de 5 um, New Objective), empregando
um gradiente de 2-90% de acetonitrila em 0,1% de acido férmico a uma taxa de fluxo de
300 nL-min! por um periodo de 65 minutos. A voltagem do nanoelectrospray foi ajustada
para 2,2 kV, e a temperatura da fonte foi mantida a 275 °C. Os métodos do instrumento
foram configurados em modo de aquisicdo dependente de dados. Espectros MS de
varredura completa (m/z 300-1600) foram adquiridos utilizando o analisador Orbitrap
apos acumulagdo até um valor-alvo de 1 % 10°. A resolucdo no Orbitrap foi definida como

r = 60.000, e os 20 ions de peptideos mais intensos com estados de carga >2 foram
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isolados sequencialmente até um valor-alvo de 5.000 e fragmentados na armadilha de
ions linear usando CID de baixa energia (energia de colisdo normalizada de 35%). O
limite de sinal para acionar um evento de MS/MS foi estabelecido em 1.000 contagens.
A exclusdo dinamica foi ativada com um tamanho de lista de exclusdo de 500, uma
duragdo de exclusao de 60 s e uma contagem de repeti¢ao de 1. Uma ativagao de q = 0,25

e um tempo de ativacdo de 10 ms foram aplicados®.

3.10. — Andlise de dados brutos de LC-MS/MS

A identificagdo de proteinas foi realizada utilizando o Fragpipe com identificagao
de peptideos por MSFragger*. A analise foi conduzida utilizando o banco de dados de
proteinas de Leishmania infantum (versdo 2025; 8272 sequéncias; 5.263.968 residuos)
obtido do UniprotDB. A carbamidometilagao foi designada como uma modificagdo fixa,
enquanto a oxidagdo de metionina foi considerada uma modificacdo variavel. Os
parametros para identificacdo de proteinas incluiram um méximo de duas clivagens
perdidas da tripsina e niveis de tolerancia de 10 ppm para a massa do precursor ¢ 1 Da
para ions fragmentados. Um critério de filtragem foi aplicado para manter uma taxa
maxima de descoberta falsa de 1% tanto em nivel de peptideos quanto de proteinas. As
proteinas identificadas foram consideradas hits se apresentassem logoFC (Fold Change =
média intensidade amostra/média intensidade controle negativo) maior ou igual a 2 com
relagdo aos valores de intensidade dos controles negativos. Os alvos identificados foram
analisados por enriquecimento funcional utilizando DAVID (https://david.nciferf.gov),

STRING (https://string-db.org) ¢ REACTOME (https://reactome.org) visando a

identificacdo das vias intracelulares predominantes.

3.11. — Clonagem das proteinas parceiras selecionadas com tag myc

Os genes selecionados tiveram como critérios: essencialidade em L. mexicana
(LeishGEM), presenca como hits nos interactomas, fungdes bioldgicas e vias associadas,
além da analise estrutural no AlphaFold Server em conjunto com o complexo SCF/CRLI
com LinfFlp2 ou LinfFlp3. Dessa forma, foram escolhidos os genes: Putative
mitochondrial carrier protein (LINF _020012000) e Replication protein A subunit
(LINF_280024500), encontrados apenas no interactoma da LinfFlp2; Leucine-rich repeat
protein — putative (LINF_340011100) e Poly(A)-binding protein 3 (LINF_250005800)

identificados exclusivamente no interactoma da LinfFlp3; e, RNA-binding protein 29 —
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putative (LINF 180007200) e WD domain - G-beta repeat — putative
(LINF_080009200), identificados em ambos interactomas.

Os insertos de cada gene e o vetor pcDNA3.1(+)-N-myc foram amplificados por
PCR utilizando primers com regides de homologia de 30 pb (Tabela 7). Os fragmentos
de DNA previamente purificados foram combinados ao vetor linearizado na proporgao
molar inserto:vetor de 3:1, totalizando 5 pL de DNA. Em seguida, adicionaram-se 5 pL.
de NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB), perfazendo um volume final
de 10 pL por reagdao. A mistura foi homogeneizada suavemente e incubada a 50 °C por
60 minutos para permitir a montagem dos fragmentos. Apds a reagdo, o DNA
recombinante foi introduzido em células competentes de Escherichia coli S por
eletroporacdo (2.500 V, 25 uF e 200 Q). As células foram imediatamente recuperadas em
meio SOC sob incubag¢do adequada e, posteriormente, plaqueadas em meio LB-agar
suplementado com ampicilina (100 pg/mL) para selecdo dos transformantes. Cinco
colonias por constru¢do foram submetidas a PCR de colonia, e as positivas foram

confirmadas por sequenciamento Sanger.

Tabela 7. Sequéncia dos primers utilizados para clonagem dos genes alvos e linearizagdo

do vetor.
Primers Sequéncia

I MitCarProt-F I GCTGATCTCAGAGGAGGACCTGTCCGCCAAGACGGCCGC
MitCarProt-R GAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTTCAACGCTTCTTGGAGT CGTTCATC
LRR-F CAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGCGGACCCTGCGCACAC
LRR-R GACGAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTTTACGGAAAGGCGTGTGCCTCC
PoliABind3-F CAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGTGGTCCCAGTGCAACGCAC
PoliABind3-R CGAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTCTAGTTGCCAGTGTGCTGCTGAAG
RepA-F GAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGATGCAGCAGCCGGGCAGCC
RepA-R GACGAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTTCAGACGTAAGCCTCGATGAGGC
RNA-BP-29-F GAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGTCAGGCACGCCCATGC
RNA-BP-29-R GAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTTTACTTGGACGATTCCTTTTTCGACCTC
WD-dom-F GAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGAGCAAGTACGTGGCCCCC
WD-dom-R GAATTCGGATCCGGTACCAAGCTTCTAGGCGTCCGTGTCGTACTTCTC
BB-pcDNA-N- F AAGCTTGGTACCGGATCCGAATTC

BB-pcDNA-N-

myc-R AGCGTAATCTGGTACGTCGTATGGG

45



3.12. — Co-imunoprecipitacdo de células HEK293T transfectadas

Para avaliar se as intera¢des de LinfFlp2 e LinfFlp3 de L. infantum observadas
nos resultados obtidos nos interactomas, foram realizados ensaios de co-
imunoprecipitagao em células HEK293T co-transfectadas com plasmideos codificando
os genes estudados, testando a interagdo entre as LinfFlps com as proteinas parceiras
escolhidas previamente. As transfeccdes foram realizadas utilizando o reagente
polietileneimine (Polysciences) 1mg/mL pH 7,2 na propor¢ao 5:1 com relagdo ao DNA.
Para cada placa de 100 mm de células HEK293T confluentes, foram utilizando 7,5 pg de
plasmideo de Linf e 7,5 pg de plasmideo do potencial ligante. Para todos os ensaios de
co-imunoprecipitagdo, as células foram lisadas com tampao de lise NP-40 (50 mM Tris-
HCl pH 7,2; 225 mM KCI; 1% NP-40), suplementado com coquetel inibidor de proteases
SIGMAFAST (Sigma Aldrich) e inibidores de fosfatase (10 mM NaF e 1 mM Na3zVOs)
(Sigma Aldrich). Os lisados celulares foram centrifugados a 16.900 x g por 20 min a 4
°C, e aproximadamente 5 mg de proteina do sobrenadante foram submetidos a
imunoprecipitagdo (IP) com beads de agarose anti-myc por 3h a 4 °C. Apds a incubagio,
as beads foram submetidas a sete lavagens com tampao de lise gelado contendo NP-40,
a fim de remover interagdes inespecificas. A elui¢ao das proteinas foi realizada mediante
adi¢do direta de 30 pL de tampao de Laemmli 2% as beads, seguida de incubagdo em agua
fervente por 5 minutos para desnaturacdo e liberagdo das proteinas ligadas. Em seguida,
o sobrenadante foi cuidadosamente recuperado utilizando seringa de insulina. As fragdes
eluidas e os inputs (100 pg do lisado celular total) foram resolvidos por SDS-PAGE e
submetidos a western blot, com incubagdo dos anticorpos primarios overnight a 4°C.
Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios da Cell Signaling Technology em
diluicao 1:1000 em BSA 0,05% (v/v) e azida 0,02% (v/v) TBST: anti-HA (#3724), anti-
B-actina (#3700) e anti-myc (#2272). Como anticorpos secundarios, foram empregados
anti-camundongo (#0741806) ou anti-coelho (#0741516) conjugados a peroxidase de
rabano (HRP), ambos da KPL, por 1h a temperatura ambiente. As imagens de western

blot foram capturadas utilizando o sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. — Expressdo dos genes LinfFFLP2-HA e LinfFLP3-HA em L. infantum

Os genes LinfFLP2 e LinfFLP3 com a tag HA (C-terminal) foram amplificados
dos templates pcDNA3.1(+)-LinfFlp2-HA e pcDNA3.1(+)-LinfFlp2-HA previamente

46



descritos (Correia et al., 2024). Apds a purificagdo, os insertos foram digeridos com as
enzimas Notl/Ncol e ligados em vetor pLEXSY-Neo2 também digerido com as mesmas
enzimas. Observamos que quando utilizadas individualmente, as enzimas de restri¢ao
foram capazes de linearizar o vetor de expressao, mas quando utilizadas em conjunto,
promoveram a remog¢ao do fragmento stuffer, possibilitando a realizacdo da reacao de
ligacdo com os insertos (Figura 10A). A clonagem foi confirmada por digestdo dos DNA
plasmidiais purificados de diferentes colonias selecionadas com as mesmas enzimas € a
liberacao dos insertos nos tamanhos esperados de ~3.2 kb para LinfFLP2-HA (colonia 2-
C2) e ~2.9 kb para LinfFLP3-HA (colonias 1 ¢ 2 - C1 e C2) (Figura 10B). Os DNAs
plasmidiais destas colonias confirmadas foram sequenciados e confirmaram as
sequencias clonadas nos vetores (Anexo 1). Para transfec¢do em L. infantum, os
plasmideos purificados foram digeridos com a enzima Swal (Thermo Scientific) para a
linearizac¢ao do plasmideo e liberagcdo de um fragmento de 2,9 kb, correspondente a regido
de replicacdo em Escherichia coli (Figura 10C), seguido de purificagio e transfec¢ao por
eletroporagdo, permitindo sua entrada e integragdo por homologia no promotor 18S do

genoma de L. infantum Cas9/T7RNAp
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Figura 10. Clonagem dos genes de LinfFLP2 e LinfFLP3 com tag HA no
pLEXSYneo2 e transfec¢iao em L. infantum. A) Digestao do vetor pPLEXSYneo?2 pelas
enzimas de restricdo Ncol e Notl para clonagem da LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA. B) O
DNA plasmidial de cada clone foi digerido Notl e Ncol para confirmagdo das clonagens.
C) Linearizacdo do DNA plasmidial dos clones com Swal, os quais foram confirmados
anteriormente por digestdo e sequenciamento, para transfeccdo por eletroporacdo em
linhagens L. infantum Cas9/T7RNAp.

47



Os extratos totais das linhagens LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA foram resolvidos
em SDS-PAGE e submetidos a western blotting para avaliar a expressao dos genes em
fusdo com HA (Figura 11A). Foram observadas bandas de aproximadamente 125 kDa e
85 kDa nos extratos de LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA, respectivamente, correspondendo
a expressao dos genes em fusdo com o HA no tamanho esperado. Observamos também
uma banda na regido de 100 kDa nas trés amostras, incluindo o controle negativo. Esta
marcagdo pode ser alguma proteina do parasito que € reconhecida inespecificamente pelo
anticorpo anti-HA ou secundario utilizados (Figura 11A). O eluato da imunoprecipitagao
dos extratos com anti-HA revelou uma banda de ~125 kDa correspondente a LinfFlp2,
embora bandas menos intensas em tamanhos menores tenham sido detectadas,
possivelmente representando produtos de degradagdo proteica (Figura 11B). No eluato
de LinfFIp3, observou-se a banda esperada de ~80 kDa, que apresentou menor
intensidade em comparag@o com outras bandas detectadas, sugerindo extensa degradacdo

durante o processo de purificacdo. (Figura 11B).
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Figura 11. Avaliacio das linhagens LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA. A) As linhagens
foram lisadas para a obtencdo dos extratos totais (inpuf) de L. infantum Cas9T7,
LinfFLP2-HA e LinfFLP3-HA, o quais foram resolvidos em SDS-PAGE 10% e revelados
com anticorpo anti-HA. B) Fragdes eluidas da IP anti-HA de L. infantum Cas9T7,
LinfFIp2-HA e LinfFlp3-HA foram resolvidos em SDS-PAGE 10% e revelados com
anticorpo anti-HA.

4.2. — Identificacdo de ligantes de LinfFlp2-HA e LinfFilp3-HA

Aumentamos a escala de crescimento destas linhagens e realizamos o mesmo
protocolo de imunoprecipitacdo para obtermos as fragdes eluidas em triplicata de cada
grupo para identificacao dos ligantes por espectrometria de massas para identificagdo dos

ligantes das proteinas LinfFlp2 e LinfFlp3. A proteina LinfFlp2 foi identificada como o
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maior valor de log2(FC) em seu interactoma, enquanto a LinfFlp3 ficou com valor abaixo
somente da hypothetical protein — conserved (LINF 310016300), indicando que o
procedimento de imunoprecipitagdo foi conduzido como esperado, dando confiabilidade
nos resultados obtidos. Foram identificadas 44 e 125 proteinas ligantes exclusivas de
LinfFlp2 e LinfFlp3, respectivamente, além de 106 proteinas ligantes compartilhadas
entre ambas (Figura 12) (Tabela 8). As proteinas foram agrupadas funcionalmente de
acordo com informacgdes dos bancos de dados Reactome, DAVID e STRING levando a
identificacao de diferentes grupos funcionais nos interactomas da LinfFlp2 (Figura 13),

LinfFlp3 (Figura 14) e de ambas as proteinas (Figura 15).

LinfFlp2 LinfFIp3

44 106 125

/ N\

Replication Protein A Poli-A binding protein

RNA binding protein
Leucine rich repeat protein
Mitochondrial carrier protein

Figura 12. Diagrama de Venn dos interactomas de LinfFlp2 e LinfFlp3, com 44
proteinas exclusivas de LinfFlp2, 125 exclusivas de LinfFlp3 e 106 compartilhadas.
Destaca-se Replication protein A subunit (LINF 280024500) como exclusiva de LinfFlp2
e Poly(A)-binding protein 3 (LINF 250005800) como exclusiva de LinfFlp3. Entre as
proteinas compartilhadas, destacam-se RNA-binding protein 29 (LINF 180007200),
Mitochondrial carrier protein (LINF _020012000), WD domain - G-beta repeat
(LINF _080009200) e Leucine-rich repeat protein (LINF _340011100).

Tabela 8. Proteinas associadas a LinfFlp2 e LinfFlp3 identificadas por imunoprecipitagao
seguida de espectrometria de massas. A tabela apresenta os parceiros exclusivos de
LinfFlp2 e LinfFlp3 e os alvos compartilhados entre ambos os interactomas, de acordo
com o valor de log>FC e seus respectivos codigos no banco TriTrypDB.

Interactoma LinfFlp2
Nomes Codigos
hypothetical protein — conserved- LinfFip2 LINF_150014400
hypothetical protein - conserved LINF 170012600
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hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

rabl1B GTPase - putative

glutamate dehydrogenase

hypothetical protein - conserved

proteasome regulatory non-ATP-ase subunit 3 - putative
protein phosphatase 2A catalytic subunit - putative
sterol 24-c-methyltransferase - putative

cytosolic leucyl aminopeptidase

hypothetical protein - conserved

proteasome regulatory non-ATPase subunit 11 - putative
Kinesin-13 3 - putative

hypothetical protein - conserved

isoleucyl-tRNA synthetase - putative

hypothetical protein - conserved

2-oxoglutarate  dehydrogenase - E2  component
dihydrolipoamide succinyltransferase - putative
aminopeptidase - putative

hypothetical protein - conserved

RNA-binding protein - putative

60S ribosomal protein L26 - putative

cullin-like protein-like protein

dynamin-1-like protein

polyadenylate-binding protein 1

hypothetical protein - conserved

40S ribosomal protein S23 - putative

quinonoid dihydropteridine reductase

casein kinase - putative

AMP-binding enzyme - putative

DEAD-box ATP-dependent RNA helicase - mitochondrial

type 11 (glutathione peroxidase-like) tryparedoxin peroxidase

LINF_150005700
LINF_130006300
LINF_ 070011600
LINF 320024200
LINF_150018300
LINF_ 270025900
LINF 270021500
LINF_320037900
LINF_360031200
LINF_230017800
LINF_ 290018800
LINF 340012100
LINF 240011400
LINF_130013700
LINF_360066000
LINF_180007600

LINF 280031300

LINF_110012000
LINF_ 330033600
LINF_270028100
LINF 240026700
LINF 240029100
LINF_290029700
LINF_350055900
LINF_250031400
LINF 210018200
LINF_340051300
LINF_350014800
LINF_300010900
LINF 280027400
LINF_260013000

50



Protein of unknown function (DUF1861) - putative
phosphoglycerate mutase family member 5 - putative
hypothetical protein - conserved

ATP synthase - putative

histone H2A - putative

hypothetical protein - conserved

glutamate dehydrogenase - putative

replication factor A - 51kDa subunit - putative

heat shock protein 20 - putative

pretranslocation protein - alpha subunit - putative

60S ribosomal protein L28 - putative

LINF 100020400
LINF_360049800
LINF_150015700
LINF 210021600
LINF 210016700
LINF 340014500
LINF_280037300
LINF_ 280024500
LINF 290032200
LINF_110016500
LINF_ 110017300

Interactoma LinfFlp3

Nomes

Caodigos

hypothetical protein - conserved

ras-like small GTPases — putative- LinfFip3

ABC transport system ATP-binding protein - putative
proteasome regulatory non-ATPase subunit 6 - putative
hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

Importin 1

phosphatidylinositol 4-kinase - putative

nucleoside transporter I - putative

Tetratricopeptide repeat - putative

oligosaccharyl transferase subunit - putative
stomatin-like protein

hypothetical protein - conserved

Archaic translocase outer mitochondrial membrane 40 - putative
eRF I domain 1/eRF1 domain 2/eRF1 domain 3 - putative

importin alpha - putative

glycyl tRNA synthetase - putative

LINF_ 310016300
LINF_140018100
LINF_190012900
LINF_020008700
LINF_330037300
LINF_ 240021100
LINF_360054500
LINF_360078000
LINF_350028600
LINF_340043300
LINF_150019900
LINF_210010900
LINF_350016000
LINF_050015800
LINF_320027600
LINF_350054200
LINF 270024100
LINF_300016800
LINF_360047300
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GRIP domain containing protein - putative

Temperature dependent protein affecting M2 dsRNA replication
- putative

ADP-ribosylation factor family - putative

hypothetical protein - conserved

chaperonin alpha subunit - putative

RNA recognition motif (a.k.a. RRM - RBD - or RNP
domain)/RNA recognition motif. (a.k.a. RRM - RBD - or RNP
domain) - putative

pumilio protein 6 - putative

hypothetical protein - conserved

amidohydrolase - putative

hypothetical protein - conserved

Mak10 subunit - NatC N(alpha)-terminal acetyltransferase -
putative

hypothetical protein - conserved

glycosomal transporter (GAT2) - putative

hypothetical protein - conserved

RNA recognition motif. (a.k.a. RRM - RBD - or RNP
domain)/RNA recognition motif (a.k.a. RRM - RBD - or RNP
domain) - putative

chaperone protein DNAj - putative

hydrolase-like protein

vacuolar-type Ca2+-ATPase - putative

hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

Autophagy-related protein 24

nucleolar GTP-binding protein - putative

NmrA-like family/NADH(P)-binding/NAD dependent
epimerase/dehydratase family/3-beta hydroxysteroid
dehydrogenase/isomerase family - putative

RNA helicase - putative

LINF_110005600

LINF 210014100
LINF_140005500
LINF 180022100
LINF_320040200

LINF 260020300
LINF 330019100
LINF 330018200
LINF 200022000
LINF 180013400

LINF 170016800
LINF 260025600
LINF 330027100
LINF 170005000

LINF_340033000
LINF_350035100
LINF_170017700
LINF_170012300
LINF_160020100
LINF_ 270012500
LINF_350029500
LINF_330027200

LINF_340038800
LINF 210011700
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60S acidic ribosomal protein PO - putative
proteasome regulatory non-ATPase subunit - putative
amino acid transporter aATP11 - putative
hypothetical protein - conserved

ruvb-like 1 DNA helicase - putative

hypothetical protein - conserved

ribosomal protein S29 - putative

N-acetyltransferase subunit Natl - putative
ATP-dependent RNA helicase SUB2 - putative
proline oxidase - mitochondrial precursor-like protein
prolyl-tRNA synthetase - putative

ruvB-like DNA helicase - putative

enoyl-CoA hydratase/Enoyl-CoA isomerase/3- hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase - putative

hypothetical protein - conserved
pentamidine resistance protein 1

PUF - putative

transaldolase - putative

Noc2p family - putative

Regulatory subunit of type Il PKA R-subunit - putative
ubiquitin-conjugating enzyme E2 - putative
RNA-binding protein - putative

protein kinase A regulatory subunit

small myristoylated protein 4 - putative
hypothetical protein - conserved
transmembrane/endomembrane-like protein

phenylalanine-4-hydroxylase

Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain containing

protein - putative
pumilio protein 2 - putative
protein transport protein SEC13 - putative

UDP-glucose pyrophosphorylase

LINF_270020500
LINF_290006100
LINF_ 270012700
LINF 310016200
LINF_340041900
LINF_190017700
LINF_280028800
LINF_ 360019100
LINF 210024300
LINF 260021100
LINF_180017600
LINF_340032100

LINF_ 330035300
LINF 260023200
LINF 230007200
LINF_ 360005400
LINF 160013000
LINF_180021700
LINF_ 350046300
LINF 340014800
LINF_ 170011800
LINF 130006500
LINF 200018000
LINF_ 320017200
LINF 340044100
LINF 280018600

LINF_310018200
LINF_180019600
LINF_320005500
LINF_180015200




methionyl-tRNA synthetase
phosphoribosylpyrophosphate synthetase - putative
RNA-binding protein - putative

adenine phosphoribosyltransferase

small nuclear ribonucleoprotein SmD2

ATP synthase F1 subunit gamma protein - putative
proteasome regulatory ATPase subunit 5 - putative
ubiquitin-conjugating enzyme E2 - putative
translation initiation factor EIF-2B gamma subunit - putative
chaperonin containing t-complex protein - putative
hypothetical protein - conserved

40S ribosomal protein S19 protein - putative
Ubiquitin-2 like Rad60 SUMO-like/Ubiquitin family/Ubiquitin-
like domain/Ribosomal L40e family - putative
hypothetical protein - conserved

elongation factor-1 gamma

ADP-ribosylation factor - putative

40S ribosomal protein S2

hypothetical protein - conserved

2-oxoglutarate dehydrogenase subunit - putative
hypothetical protein - conserved

60S acidic ribosomal protein P2 - putative

leucine carboxyl methyltransferase - putative
stress-induced protein stil

poly(A)-binding protein 3

microtubule-associated protein - putative
fibrillarin

tricarboxylate carrier - putative

serine palmitoyltransferase-like protein

60S ribosomal protein L34 - putative

60S ribosomal protein L36 - putative

C-terminal motor kinesin - putative

LINF 210013900
LINF_330028000
LINF_350027200
LINF_260006300
LINF_330042000
LINF_ 210027500
LINF 220011600
LINF_040011900
LINF_090018100
LINF_320015700
LINF_ 210023700
LINF_340033900

LINF_ 090015200
LINF_340012900
LINF_090016000
LINF_ 310036600
LINF_320009600
LINF 340031500
LINF 270015100
LINF_300005900
LINF_300043000
LINF_360005800
LINF_080016000
LINF_ 250005800
LINF_050008800
LINF_360038800
LINF_010010800
LINF_340044900
LINF_180019400
LINF 210013000
LINF_190007400
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vacuolar ATP synthase catalytic subunit A - putative
hypothetical protein - conserved

ATP synthase - putative

translation initiation factor IF-2 - putative

hypothetical protein - conserved

cation-transporting ATPase - putative

reticulon domain protein - 22 kDa potentially aggravating
protein (paple22)

small glutamine-rich tetratricopeptide repeat protein - putative
glycosomal membrane protein - putative

histone H4

vesicular-fusion protein nsf - putative

Mitochondrial import receptor subunit ATOMG69 - putative
long-chain-fatty-acid-CoA ligase - putative

small GTP-binding protein Rabl 1 - putative

DNA topoisomerase Il - putative

5-histidylcysteine sulfoxide synthase - putative
hypothetical protein - conserved

high mobility group protein homolog tdp-1 - putative
cytochrome c oxidase VII - putativeGeneDB:LmjF.25.1130
60S ribosomal protein L30

d-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase- protein

LINF 340044200
LINF 340052400
LINF 360039100
LINF 330036700
LINF_ 130009500
LINF_070017000

LINF_300030900
LINF_300032600
LINF 280029400
LINF_020005100
LINF 200013000
LINF 280028400
LINF_030007100
LINF 100015800
LINF 280024100
LINF_290015200
LINF_ 190010100
LINF_ 290013700
LINF_ 250017400
LINF 350007500
LINF_340021200

Interactoma LinfFlp2 e LinfFlp3

Nomes

Caodigos

voltage-dependent anion-selective channel - putative
mitochondrial carrier protein - putative

Heat shock protein 100 kDa

cAMP-specific phosphodiesterase - putative

actin

phosphoprotein phosphatase - putative

protein tyrosine phosphatase - putative

LINF_020009800
LINF_020012000
LINF_020012400
LINF_040005200
LINF_040017600
LINF_050005900
LINF_050007700
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ATP synthase F'1 - alpha subunit - putative
Ribosomal protein L19e - putative

hypothetical protein - conserved

ATP-dependent DEAD/H RNA helicase - putative
splicing factor ptsrl-like protein

RNA binding protein-like protein

WD domain - G-beta repeat - putative
hypothetical protein

beta tubulin

mitochondrial RNA binding protein 2
dehydrogenase-like protein

Nucleolar protein 56 - putative

seryl-tRNA synthetase - putative

pyruvate phosphate dikinase - putative

SKP-like protein

cytochrome oxidase subunit IV - putative
leucyl-tRNA synthetase - putative

fatty acid elongase - putative

enolase

cytochrome-b5 reductase - putative

60S ribosomal protein L13a - putative
ribonucleoprotein p18 - mitochondrial precursor - putative
tryparedoxin peroxidase

Cyclic nucleotide-binding domain containing protein - putative
orotidine-5-phosphate decarboxylase/orotate
phosphoribosyltransferase - putative

histone H3 - putative

carbamoyl-phosphate synthase - putative

kinesin - putative

elongation factor 1-alpha

META domain containing protein

RNA-binding protein 29 - putative

LINF_050010000
LINF 060009400
LINF_070005700
LINF 070008800
LINF_070014900
LINF_070016300
LINF 080009200
LINF_080015800
LINF 080017700
LINF_ 090018500
LINF_100005800
LINF 100007300
LINF 110005900
LINF_110016000
LINF 110018100
LINF_120011900
LINF_130016000
LINF 140012300
LINF_140018000
LINF 150005400
LINF_ 150007100
LINF_150008100
LINF_ 150019000
LINF_150019300

LINF_160010700
LINF_160010900
LINF_160011200
LINF_160020700
LINF_170005900
LINF_170015800
LINF_180007200
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glycogen synthase kinase 3 - putative

60S ribosomal protein L10a - putative

Elongation factor Tu - mitochondrial - putative
gamma-glutamylcysteine synthetase - putative

40S ribosomal protein S2

ADP- ATP carrier protein 1 - mitochondrial precursor - putative
inosine-5'"-monophosphate dehydrogenase

40S ribosomal protein S11 - putative

hypothetical protein - conserved

hypothetical protein - conserved

endoribonuclease L-PSP (pb5) - putative

3-ketoacyl-CoA thiolase - putative

mitochondrial RNA binding protein - putative

Ribosomal protein L22p/L17e - putative

protein phosphatase - putative

cyclophilin type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
GTP-binding protein - putative

mitochondrial RNA binding complex I subunit - putative
hypothetical protein - conserved

60S ribosomal protein L7 - putative

heat shock 70-related protein 1 - mitochondrial precursor -
putative

hypothetical protein - conserved

mitochondrial RNA binding protein 1

WD domain - G-beta repeat - putative

Archaic translocase outer mitochondrial membrane 46 kDa
subunit - putative

40S ribosomal protein S14

ribosomal protein S20 - putative

heat shock 70-related protein 1 - mitochondrial precursor -
putative

hsp70

LINF_180007700
LINF 180011500
LINF_180012600
LINF 180022300
LINF_190005400
LINF_190006800
LINF 190022000
LINF_ 200021000
LINF 210024400
LINF_ 220015900
LINF_ 230007100
LINF_ 230014600
LINF_230015400
LINF 240005200
LINF_250013300
LINF_ 250014900
LINF_ 250020400
LINF_250021900
LINF_ 250022700
LINF_260006600

LINF_ 260017400
LINF_ 260028100
LINF_ 270017500
LINF_ 270018900

LINF_280014900
LINF 280015200
LINF_280015700

LINF_280017800
LINF_280035000

57



ADP-ribosylation factor-like protein 34 - putative
histone H2A - putative

rab-GDP dissociation inhibitor - putative
metallo-peptidase - Clan MA(E) Family M1
ATP-dependent phosphofructokinase

pyridoxal kinase - putative

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7-like protein

protein mktl - putative
ATP synthase - epsilon chain - putative

ribosomal protein L15 - putative

Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 -

putative

3-ketoacyl-CoA thiolase-like protein - putative
ARM-like helical domain-containing protein
nuclear segregation protein - putative

dynein - putative

ribosomal protein L3 - putative
3-hydroxyisobutyryl-coenzyme a hydrolase-like protein
heat shock protein 83-17

hypothetical protein - conserved

60S ribosomal protein L37

leucine-rich repeat protein - putative
NADH-dependent fumarate reductase - putative
threonyl-tRNA synthetase - putative
phospholipase Al - putative

ATP-dependent RNA helicase - putative

Gim5A protein - putative

T-complex protein 1 - eta subunit - putative
hypothetical protein - conserved
ubiquitin/ribosomal protein S27a - putative

| fructose-1 -6-bisphosphate aldolase

serine/threonine protein kinase - putative

LINF 290014400
LINF_290023900
LINF_ 290029300
LINF_290030100
LINF_290032900
LINF_ 300018100
LINF_300036000
LINF_300040000
LINF_300041800
LINF_300042300

LINF_310018700
LINF_310023800
LINF_310029900
LINF_320005100
LINF_320016300
LINF 320038800
LINF_320043700
LINF_330009000
LINF 330013800
LINF_330028300
LINF 340011100
LINF_350016600
LINF_350019000
LINF 350035500
LINF_350036300
LINF_350042400
LINF_350044000
LINF_360010100
LINF_360011600
LINF_360018400
LINF_360021400
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chaperonin HSP60 - mitochondrial precursor
tyrosine aminotransferase

2-oxoglutarate dehydrogenase subunit - putative
S-adenosylhomocysteine hydrolase
oxidoreductase - putative

mkiaa0324 protein-like protein

hypothetical protein - conserved

LINF 360027200
LINF 360030700
LINF 360043300
LINF 360048000
LINF 360050900
LINF 360068000
LINF 360070400
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Figura 13. Interactoma de LinfFlp2 evidenciando a distribui¢cdo das proteinas identificadas em diferentes grupos funcionais. Ha proteinas associadas a processos como
regulagdo da expressdo génica, metabolismo de RNA, sintese proteica, metabolismo energético e trafego intracelular. Destacam-se, em azul, cullin-like protein-like
protein (LINF _240029100) e, em amarelo, Replication protein A subunit (LINF _280024500).
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Figura 14. Interactoma de LinfFlp3 evidenciando a distribuicdo das proteinas identificadas em diferentes grupos funcionais, incluindo metabolismo de RNA, sintese
proteica, controle de qualidade proteica, metabolismo energético e trafego intracelular. Destaca-se, em amarelo, Poly(A4)-binding protein 3 (LINF _250005800).
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Figura 15. Interactoma das proteinas compartilhadas entre LinfFlp2 e LinfFlp3, evidenciando a distribuicao dos alvos em diferentes grupos funcionais, incluindo
metabolismo de RNA, sintese proteica, metabolismo energético, organizagdo celular e trafego intracelular. Destacam-se, em amarelo, RNA-binding protein 29
(LINF_180007200), Mitochondrial carrier protein (LINF_020012000), WD domain - G-beta repeat (LINF_080009200), Leucine-rich repeat protein (LINF_340011100)

e, em azul, SKP1-like protein (LINF_110018100).
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Dentre as proteinas identificadas nos interactomas de LinfFlp2 e LinfFIp3, destaca-se a
presenca da proteina SKPI-like protein (LINF_110018100) entre os alvos compartilhados,
assim como da cullin-like protein-like protein (LINF 240029100), reforgando a consisténcia
dos dados obtidos, uma vez que essas proteinas sdo componentes centrais do complexo SCF
(SKP1—Cullin—F-box), no qual as F-box-like proteins (FLPs) atuam como adaptadoras no
recrutamento de substratos para ubiquitinagao.

A identificacdo adicional de proteinas associadas a esse sistema, como possivelmente a
Leucine-rich repeat protein — putative (LINF 340011100), ortdloga de proteinas F-box
contendo dominios LRR em eucariotos, bem como das proteinas proteasome regulatory non-
ATPase subunit 3 — putative (LINF _270021500) e proteasome regulatory non-ATPase subunit
11 — putative (LINF _340012100) no interactoma de LinfFlp2, e das proteinas proteasome
regulatory non-ATPase subunit 6 — putative (LINF_020008700), proteasome regulatory non-
ATPase subunit — putative (LINF_290006100) e proteasome regulatory ATPase subunit 5 —
putative (LINF 220011600), além de enzimas do tipo ubiquitin-conjugating enzyme E2 —
putative (LINF _040011900; LINF 090015200) no interactoma de LinfFlp3, reforca a
associagdo funcional de LinfFIp2 e LinfFlp3 com o sistema ubiquitina-proteassoma e valida a
robustez experimental dos interactomas obtidos.

Os dados também evidenciam uma forte representacdo de proteinas ligadas ao controle
de qualidade proteica e dobramento, especialmente no interactoma de LinfFIp3. Destacam-se
chaperonin containing TCPI complex — putative (LINF _320015700), stress-induced protein
STII (LINF _080016000) e heat shock protein 8§3-17 (LINF_330009000). A presenga dessas
chaperonas, aliada a identificagdo de multiplos componentes do proteassoma, reforca a
hipdtese de que LinfFIp3 esteja particularmente associada a mecanismos de controle de
qualidade proteica, incluindo o reconhecimento e direcionamento de proteinas mal dobradas
para degradagao.

Outro aspecto importante ¢ o enriquecimento de proteinas associadas ao maquinario de
tradugdo e ribossomos, especialmente no interactoma de LinfFlp3 e no conjunto compartilhado.
Entre essas, destacam-se 40S ribosomal protein S19 — putative (LINF 340033900), 60S acidic
ribosomal protein P2 — putative (LINF 300043000), ribosomal protein L3 — putative
(LINF_320038800) e 40S ribosomal protein S14 (LINF_280015200). A presenca consistente
dessas proteinas sugere que LinfFIp2 e LinfFlp3 possam estar funcionalmente associadas ao
controle da traducgdo, possivelmente regulando a estabilidade de componentes ribossomais ou

de fatores de tradu¢do. Essa hipotese € reforcada pela identificagdo de fatores como elongation
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factor-1 gamma (LINF _090016000) e eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7-like
protein (LINF 300036000), indicando uma possivel atuacao das FLPs na modulagdo da
eficiéncia traducional ou no controle de qualidade de proteinas recém-sintetizadas.

Corroborando essa ideia, foi observado um conjunto robusto de proteinas envolvidas
no metabolismo e processamento de RNA, incluindo helicases e proteinas de ligagdo a RNA,
como ATP-dependent RNA helicase SUB2 — putative (LINF 210024300), RNA-binding protein
29 (LINF 180007200), Poly(A)-binding protein 3 (LINF 250005800) e mitochondrial RNA
binding protein 1 (LINF_270017500). Esses componentes reforgam a hipotese de que as FLPs
atuam de forma relevante em niveis pds-transcricionais da regulacdo génica, influenciando
processos como splicing, exportacdo nuclear, estabilidade e traducdo de mRNAs. De forma
complementar, a identificacdo de Replication protein A subunit (LINF 280024500) sugere que
essa atuacdo regulatoria pode se estender a eventos nucleares mais amplos, incluindo replicagao
e reparo de DNA. Essa conexdo entre proteinas envolvidas no metabolismo de RNA e na
dindmica do DNA aponta para um possivel papel integrador das FLPs na coordena¢do da
expressdo génica em multiplos niveis, desde a manutencao da integridade genomica até o
controle do destino dos transcritos.

Outro eixo funcional importante identificado nos interactomas ¢ o metabolismo
energético e a fun¢do mitocondrial. Foram detectadas diversas proteinas mitocondriais,
incluindo ATP synthase F1 alpha subunit — putative (LINF _050010000), ADP/ATP carrier
protein 1 mitochondrial precursor (LINF 190006800) e mitochondrial outer membrane
translocase subunit — putative (LINF 280014900), além de enzimas metabolicas como 2-
oxoglutarate dehydrogenase subunit — putative (LINF_270015100). Esse conjunto inclui ainda
Mitochondrial carrier protein (LINF _020012000), envolvida no transporte de metabolitos
através da membrana mitocondrial, refor¢cando a possivel participacao das FLPs na regulacao
da homeostase energética celular. Esses achados sugerem que LinfFlp2 e LinfFIp3 podem estar
envolvidas na regulagdo indireta da atividade mitocondrial, possivelmente modulando a
estabilidade de proteinas-chave para o metabolismo energético e adaptacdo metabdlica do
parasito.

A presenga de proteinas associadas ao trafego vesicular e sistema endomembranar
constitui outro achado relevante. Entre elas, destacam-se small GTP-binding protein Rabll —
putative (LINF_100015800), ADP-ribosylation factor family — putative (LINF _140005500) ¢
protein transport protein SEC13 — putative (LINF_320005500). Essas proteinas desempenham
papéis centrais na dindmica de vesiculas, transporte intracelular e organiza¢ao do Golgi e do

reticulo endoplasmatico. Adicionalmente, a presenga de proteinas contendo dominios WD,
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como WD domain - G-beta repeat (LINF _080009200), sugere a participagao das FLPs em
complexos multiproteicos, atuando como plataformas de interagdo em processos de sinalizagao
e organizagdo celular. A associagdo com esses componentes sugere que as FLPs podem
participar da regulacdo do trafego de proteinas e da manuten¢do da arquitetura do sistema
endomembranar, possivelmente coordenando a degradagdo seletiva de proteinas envolvidas
Nesses processos.

Outro grupo funcional relevante corresponde as enzimas metabdlicas centrais,
abrangendo vias como glicolise, metabolismo de aminoécidos e lipidios. Exemplos incluem
fructose-1,6-bisphosphate  aldolase  (LINF 360018400), tyrosine aminotransferase
(LINF 360030700) e fatty acid elongase — putative (LINF_140012300). A diversidade dessas
enzimas sugere que as FLPs podem influenciar o metabolismo celular de forma ampla,
possivelmente por meio da regulacao da estabilidade de enzimas-chave, contribuindo para a
adaptagao metabolica do parasito a diferentes condi¢cdes ambientais.

Adicionalmente, foram identificadas proteinas envolvidas em sinalizagao celular, como
glycogen synthase kinase 3 — putative (LINF_180007700) e serine/threonine protein kinase —
putative (LINF 360021400), indicando que LinfFlp2 e LinfFlp3 podem também participar de
cascatas regulatdrias que modulam respostas celulares a estimulos ambientais. Esse papel
regulatorio € consistente com a funcdo das FLPs em modular a degradagdo de proteinas
sinalizadoras.

Proteinas associadas ao citoesqueleto e motilidade celular, como actin
(LINF_040017600), beta tubulin (LINF_080017700) e kinesin — putative (LINF_160020700),
também foram identificadas, sugerindo uma possivel conexdo com processos estruturais,
divisdo celular e organizacao intracelular. A regulacao desses componentes pode ser essencial
para a morfologia e infectividade do parasito.

Por fim, destaca-se a presenca significativa de proteinas hipotéticas ou nao
caracterizadas, especialmente no interactoma de LinfFlp3. Esse grupo representa uma fracio
importante dos dados e sugere a existéncia de novos componentes funcionais ainda nao
descritos na biologia de Leishmania. A caracterizagdo dessas proteinas possivelmente pode
revelar novos mecanismos regulatorios associados as FLPs.

Em conjunto, os resultados indicam que LinfFlp2 e LinfFlp3 atuam como elementos
centrais em uma rede funcional que integra tradugdo, metabolismo de RNA, metabolismo
energético, trafego vesicular, sinalizacdo celular e controle de qualidade proteica. A
sobreposi¢do parcial entre os interactomas, combinada com a presenga de proteinas exclusivas,

sugere que essas FLPs desempenham papéis tanto complementares quanto especificos. Essa
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organizacao funcional pode conferir ao parasito maior robustez e flexibilidade adaptativa,
especialmente em processos dependentes da ubiquitinagdo e da regulacao dindmica do

proteoma.

4.3- Analise funcional dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3

Para avaliar a importancia dos genes LinfFLP2 e LinfFLP3 em L. infantum, realizamos
o nocaute destes genes por CRISPR-Cas9 (dados obtidos pela estudante de IC do LBqC Taissa
de Oliveira de Castro). Para LinfFLP2, ap6s sele¢do com os antibioticos realizamos a validagao
da entrada dos cassetes de reparo contendo os genes de resisténcia Puro e Blast (Figura 16A).
Para avaliar o impacto no nocaute no crescimento dos promastigotas, realizamos andlise da
curva de crescimento por 9 dias em comparag@o a linhagem controle Cas9T7 (Figura 16B).
Observamos que nao houve diferenca nos crescimentos da linhagem nocaute para a controle,
sugerindo que este gene ndo esteja relacionado a proliferacdo do parasito ou que outra LinfFlp
como a LinfFlp3 poderia estar realizando sua funcdo, dado a redundancia de parceiros
identificados entre LinfFIp2 e LinfFIp3.

O nocaute do gene LinfFFLP3 nao gerou linhagem viavel, sugerindo que este possa ser
um gene essencial. Com o objetivo de reduzir a expressao do gene LinfFLP3, realizamos o
nocaute de apenas uma das copias, gerando uma linhagem single knockout (SKO) resistente ao
antibidtico blasticidina. Além disso, realizamos o nocaute duplo de LinfFLP3 (DKO) na
linhagem LinfFLP3-HA, cuja expressdo ¢ regulada pelo promotor ribossomal 18S (Figura
17A). As analises de crescimento de promastigotas revelaram que as linhagens SKO LinfFLP3
e DKO LinfFLP3 nao apresentaram diferencas significativas entre si, tampouco em
comparagao ao controle L. infantum Cas9/T7 (Figura 17B). De forma consistente, a analise do
ciclo celular (Figuras 17C-D) também ndo evidenciou diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens, conforme determinado por one-way ANOVA. Os histogramas
de contetido de DNA demonstram perfis semelhantes entre as amostras, tanto na sobreposi¢ao
das triplicatas quanto no merge de todas as replicatas, com distribuicdo comparavel das células
nas fases G1, S e G2/M, corroborando a auséncia de alteracOes detectaveis no ciclo celular
entre os grupos avaliados. Esses resultados sugerem que a presenga de um unico alelo funcional
de LinfFLP3 ¢ suficiente para sustentar adequadamente as fungdes dessa proteina, sem
comprometer o crescimento, morfologia e a proliferacdo do parasito, ao menos na fase
promastigota. Também podemos especular que LinfFlp2 possa estar realizando algumas das

funcdes de LinfFlp3, uma vez que compartilham de substratos. No entanto, embora tenhamos
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realizado o SKO LinfFLP3, ndo foi feito ensaios para validar a reducdo de sua expressao

génica.
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Figura 16. Nocaute génico de LinfFLP2 e analise de crescimento A) Confirma¢do do
nocaute através da amplificagdo do cassete de reparo contendo o gene de resisténcia a
puromicina e blasticidina, além da auséncia do gene LinfFLP2. B) Curva de crescimento da
linhagem L. infantum LinfFLP2 em relacdo a linhagem controle L. infantum Cas9/T7.
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Figura 17. Nocaute génico de LinfFLP3 e analise de crescimento e ciclo celular de promastigotas. A) Confirmagao do nocaute através da amplificacdo do cassete de
reparo contendo apenas o gene de resisténcia a blasticidina no SKO LinfFLP3 e puromicina e blasticidina no DKO LinfFLP3, além da auséncia do gene LinfFLP3. B) Curva
de crescimento das linhagens L. infantum SKO LinfFLP3 e DKO LinfFLP3 em relacdo a linhagem controle L. infantum Cas9/T7. C) Andlise do contedo de DNA por
citometria de fluxo utilizando software FlowJo, em que os histogramas da linha superior representam o overlay das triplicatas bioldgicas de cada amostra: L. infantum
Cas9/T7 (azul), SKO LinfFLP3 (verde) e DKO LinfFLP3 pLexsy LinfFLP3-HA (vermelho). O ultimo grafico da linha superior mostra o merge de todas as replicatas de
todas as amostras, permitindo comparagdo direta entre os perfis. Os gréaficos da linha inferior apresentam as distribui¢des individuais em visualizagdo tridimensional para
cada condicdo. D) Distribui¢do percentual das células nas diferentes fases do ciclo celular de cada linhagem. As barras representam a média das triplicatas biolédgicas, e os
segmentos indicam a propor¢ao de células em cada fase. As barras de erro correspondem ao desvio padrao entre as replicatas. A analise estatistica foi realizada por one-way
ANOVA, nao sendo observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.
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4.4. — Clonagem e avaliacao de interacdo das proteinas parceiras identificadas nos
interactomas de LinfFlIp2 e LinfFip3

Dentre as proteinas parceiras identificadas nos interactomas de LinfFlp2 e LinfFlp3,
estabelecemos os seguintes critérios para a escolha dos parceiros para validagdo: estudos
prévios e presenga no conjunto dos genes nocauteados de L. mexicana no banco de dados
LeishGEM; ter fungdes bioldgicas, processos celulares e vias metabolicas potencialmente
associadas a essas LinfFlps. Utilizando esses critérios, foram selecionadas as seguintes

proteinas para validagao:

Tabela 9. Selecdo de genes para validagdo das interagdes nos interactomas de LinfFLP2 e
LinfFLP3, com base nos critérios estabelecidos.

Genes Funcio principal Interactoma

Mitochondrial carrier protein Transporte mitocondrial; essencial para divisdo do  LinfFlp2 e LinfFlp3

(LINF_020012000) cinetoplasto em Trypanosoma brucei*’
Replication protein A subunit Estabilizagdo de ssDNA, reparo e replicagdo do DNA LinfFlp2
(LINF_280024500) em Trypanosoma cruzi*®

Regulagdo pos-transcricional da expressdo génica;  LinfFlp2 e LinfFlp3
RNA-binding protein 29

controle do ciclo de vida e resposta a estresse em
(LINF_180007200)

tripanossomatideos e Leishmania®

Plataforma de interagdes proteina-proteina e  LinfFlp3 e LinfFIp2
WD domain - G-beta repeat

montagem de complexos; presente na matriz
(LINF_080009200)

mitocondrial de Trypanosoma cruzi™®

Leucine-rich repeat protein  Interagdes proteina-proteina, possivel regulagdo da  LinfFlp2 e LinfFlp3

(LINF_340011100) ubiquitinacdo em Leishmania.

Ligacao a cauda poliadenilada dos mRNAs, regulagao LinfFIp3
Poly(A4)-binding protein 3

de estabilidade e processamento em Trypanosoma
(LINF_250005800)

brucei’!

Para avaliacdo da interacdo em células HEK293T, cada um dos genes e o vetor
pcDNA3.1-N-myc foram amplificados por PCR gerando fragmentos do tamanho esperado
(Figura 18). Os insertos foram ligados ao vetor por meio do sistema Gibson (NEB) e apds
transformacgdo e selecdo das colonias, a presenca do inserto foi confirmada por PCR. A

clonagem foi confirmada por PCR de coldnia, revelando bandas compativeis com os tamanhos
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esperados (Figura 19). Estas construgdes foram sequenciadas e confirmaram as clonagens

(Anexo 2).
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Figura 18. PCR de amplificacio dos insertos e vetor linearizado. Os insertos foram
amplificados através do genoma e o vetor foi amplificado através do pcDNA3.1-N-myc na
temperatura de anelamento 58°C e resolvidos em gel de agarose 0,8%. Os tamanhos respectivos
para cada inserto sdo: V) pcDNA3.1(+)-N-myc linearizado — 5.500 pb 1) Putative
mitochondrial carrier protein (LINF_020012000) — 942 pb; 2) Replication protein A subunit
(LINF_280024500) — 1.404 pb; 3) RNA-binding protein 29 (LINF_180007200) — 1.230 pb;
4) WD domain - G-beta repeat (LINF_080009200) — 966 pb; 5) Leucine-rich repeat protein
(LINF _340011100) — 1.866 pb e 6) Poly(A)-binding protein 3 (LINF 250005800) — 1.635
pb.

Replication protein A subunit Mitneondrial carrier protein

Cl 2 C3 C4 C5 C6 Cl C2 C3 C4 C5
H £
2000 2000
B W S e w — |01 150
1000 1m0 —— — -
PoliA binding protein 3 Leucine rich repeat
c1 2 c3 4 cs C1 2 C3 4 (&1
3000
£
2000 2000 ——' — 1566 ph
-_— s pb 1500
10 | N
1

WD domain - G-beta repeat RNA binding protein 29

1 C2 C3 C4 C5 Cl C2 C3 C4 (&3

4000 3 | 3.264 pb

> 966 pi

5 — ) e ) | L0

Figura 19. PCR de colonia para confirmacio dos clones isolados de cada gene. Apods
selecdo, os clones foram isolados e diluidos para serem utilizados como template na reagdo de
PCR. As bandas observadas foram as mesmas daquelas que foram obtidas na amplificacao dos
insertos previamente descritos, confirmando a clonagem destes genes.
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Para avaliar a expressao e estabilidade de cada proteina parceira em fusdo com myc,
células HEK 293T foram transfectadas separadamente com cada plasmideo clonado. Extratos
proteicos foram obtidos e resolvidos em SDS-PAGE seguido por western blotting com
anticorpos anti-myc. Os resultados obtidos demonstraram que as proteinas foram expressas
com a massa molecular esperada (Figura 20).

Adicionalmente, a expressdo em HEK293T possibilitou avaliar a viabilidade do sistema
para futuros ensaios de interagdo proteina—proteina, como co-imunoprecipitacdo, garantindo
que as proteinas estivessem corretamente expressas € detectaveis em um contexto celular

eucariotico.
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Figura 20. Analise da expressao das proteinas parceiras fusionadas a tag myc em células
de mamifero HEK293T. Extratos totais foram avaliados por western blot utilizando anticorpo
anti-myc. Os pesos moleculares esperados das proteinas recombinantes sdo: Replication
Protein A (52 kDa), Mitochondrial carrier protein (34 kDa), Leucine-rich repeat protein (63
kDa), Poly(A)-binding protein 3 (60 kDa), WD domain-containing protein (36 kDa) e RNA-
binding protein 29 (45 kDa).

4.5. — Co-imunoprecipitacio de células HEK293T transfectadas

Com o intuito de validar os resultados obtidos por espectrometria de massas, nos quais
foram identificadas proteinas potencialmente associadas aos interactomas de LinfFlp2 e
LinfFlp3, foram realizados ensaios de interagdo co-imunoprecipitagdo (Co-IP) em células
HEK293T, seguidos de western blot. Para LinfFlp2, foram avaliadas as interacdes com RNA-
binding protein 29 (LINF 180007200 — 45 kDa), Mitochondrial carrier protein
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(LINF 020012000 — 34 kDa), Leucine-rich repeat protein (LINF 340011100 — 63 kDa) ¢
Replication protein A subunit (LINF 280024500 — 52 kDa). Os resultados de western blot do
eluido ndo evidenciaram interagdo direta entre LinfFlp2 e nenhuma dessas proteinas nas
condi¢des experimentais testadas (Figura 21).

De forma semelhante, para LinfFIp3, foram analisadas as interagdes com RNA-binding
protein 29 (LINF _180007200), Mitochondrial carrier protein (LINF 020012000), Leucine-
rich repeat protein (LINF_340011100) e Poly(A)-binding protein 3 (LINF 250005800 — 60
kDa). Os resultados indicaram auséncia de interagdo direta com a maioria das proteinas
testadas; no entanto, foi observada uma possivel interacao entre LinfFlp3 e Leucine-rich repeat
protein, sugerindo que essa proteina possa atuar como um parceiro especifico ou potencial
substrato (Figura 22).

Em conjunto, esses achados indicam que, embora diversas proteinas tenham sido
identificadas nos interactomas por abordagens protedmicas, nem todas estabelecem interagdes
diretas com as LinfFlps nas condi¢des testadas. Essas associagdes podem ser indiretas,
transitorias ou dependentes de contextos celulares especificos, além de possivelmente

ocorrerem no contexto de complexos multiproteicos.
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Figura 21. Ensaio de interagdo em células HEK293T entre a proteina LinfFIp2 com as RNA-
binding protein 29 (LINF _180007200), Mitochondrial carrier protein (LINF _020012000),
Leucine-rich repeat protein (LINF 340011100) e Replication protein A subunit
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(LINF 280024500). Células HEK293T foram transfectadas com os plasmideos descrito acima
e a [P foi realizada com resina agarose anti-myc.
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Figura 22. Ensaio de interagdo em células HEK293T entre a proteina LinfFlp3 com as RNA-
binding protein 29 (LINF _180007200), Mitochondrial carrier protein (LINF_020012000),
Leucine-rich  repeat protein  (LINF 340011100) e Poly(A)-binding protein 3
(LINF 250005800). Células HEK293T foram transfectadas com os plasmideos descrito acima
e a [P foi realizada com resina agarose anti-myc.

4.6. — Localizagdo intracelular das proteinas LinfFilp2-HA e LinfFilp3-HA

A andlise por microscopia confocal revelou que as proteinas LinfFlp2 e LinfFlp3,
destacadas em verde, apresentam um padrdo de distribuicdo predominantemente
citoplasmatico, com discreto enriquecimento perinuclear e sinal pontilhado ao longo da célula,
sem marcagdo nos flagelos (Figura 23). Esse perfil, aliado a identificacdo de multiplas
proteinas de ligagdo a RNA e fatores da maquinaria traducional, sugere que essas proteinas
possam estar associadas com reticulo endoplasmatico na regido perinuclear e/ou com estruturas
citoplasmaticas especializadas, como glicossomos e/ou granulos de RNA (Figura 24A e B),
presentes constitutivamente em tripanossomatideos®?, sendo compativel com a identifica¢io de
varias proteinas da familia RNA binding protein, como a RNA-binding protein 29
(LINF_180007200), e a Poly(A)-binding protein 3 (LINF_250005800).

Além disso, a sobreposi¢dao espacial entre LinfFlp2 e LinfFlp3 reforca a possivel

redundancia funcional parcial e/ou atuacdo coordenada, em concordancia com o elevado
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numero de proteinas compartilhadas entre seus interactomas. Em conjunto, a integracao dos
dados de localizagdao subcelular e dos interactomas indica que LinfFlp2 e LinfFlp3 atuam
predominantemente em compartimentos citoplasmaticos possivelmente associados a regulagio
pos-transcricional, que ¢ o principal mecanismo de controle da expressao génica neste parasito,
sugerindo seu envolvimento na integracao entre o metabolismo de RNA e mecanismos de

controle de qualidade proteica, como a degradacao mediada pelo SUP.
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Figura 23. Analise por microscopia confocal da localiza¢do subcelular de LinfFlp2 e
LinfFlp3. As células foram marcadas com anticorpo detectado com fluor6foro Alexa Fluor
488 (verde) para visualizacdo das proteinas de interesse, enquanto o DNA nuclear e do
cinetoplasto foi corado com DAPI (azul). A linhagem Cas9T7 foi utilizada como controle
negativo. As imagens foram adquiridas por microscopia confocal, evidenciando a distribui¢ao
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predominantemente citoplasmatica de LinfFlp2 e LinfFlp3, com discreto enriquecimento
perinuclear e padrdo pontilhado ao longo da célula.

A)

LinfFlp2

B)

LinfFIp3

Figura 24. Localiza¢do subcelular ao longo dos eixos XYZ por microscopia confocal de
fluorescéncia. Imagens representativas de promastigotas de L. infantum expressando (A)
LinfFlp2-HA e (B) LinfFlp3-HA. O painel central exibe o plano XY (focal), enquanto os
painéis superior e lateral exibem as proje¢des ortogonais nos eixos XZ e YZ, respectivamente
(indicados pelas linhas de corte). O DNA foi corado com DAPI (ciano) e a proteina de interesse
estd marcada com Alexa Fluor 488 (verde). Escala: 2 um.

5. CONCLUSAO

Este estudo amplia a compreensao do Sistema Ubiquitina—Proteassoma em Leishmania
infantum por meio da caracterizacdo das proteinas LinfFlp2 e LinfFlp3. A andlise dos
interactomas revelou redundancia funcional parcial entre essas proteinas, com sobreposi¢ao de
parceiros, mas também indicou fungdes especificas, especialmente para LinfFlp3. Ensaios
funcionais demonstraram que LinfFlp3 ¢ essencial para a viabilidade do parasito, enquanto a
presenca de um unico alelo funcional ¢ suficiente para sustentar suas fungdes na fase
promastigota, sem impacto detectavel no crescimento ou no ciclo celular. A identificacdo de
uma interacdo especifica entre LinfFlp3 e uma proteina Leucine rich repeat reforga sua
seletividade funcional. Em conjunto, os resultados destacam o papel de LinfFIp3 na viabilidade
de L. infantum e apontam adaptadores de E3 ubiquitina-ligases como potenciais alvos

terapéuticos.
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LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

LinfFLP2-referéncia
LinfFLP2-HA-C2-R

CTCACCATCGCCGTGTGGAGCCGTATCCTCAGCCCCACAGGACACAGCGC - TGAGTGTCG
---------------------- AMRGCCCC - - CACCAGAGAACMCAGCGCCTGAGTT - - -

MR OR K ROK ROR HOK HORNOIIOK KK 0K

CCTCTTCTACTCGCTGCGA - TGTGCAACGTTTCCGCGCATGTTCACGAAAATGATGTTCA
SCYCTTCTACTCGCTGCGAATGKGCA-CGTGCG - - -GCATGTTCACGAAA-TGATKTTCA

HORHRORRR R R R R KRR KK KR K B

CGCCTGGGGTGCTGCCATCGCTGACGCTGCAGGGAAAGATGTCGGAGCGCTCGCCGTACT
CSCT--GGGTGCTGC-ATCGCTGACGCTGCAGGGAA-GATKTCG-AGCGCTCGC-GTACT

® % R R KRR OROR KRR ORRRKOR R HORE HORR OROROR RO OR KR

GCTCCCCGTCGTCGTCGTCGGCATACGACTCGCAGTCGTTATCTGCTGATGCCGACGGTA

GCTCCC-GTCOTCOTCGTCGGCATACGACTCGCAGTCGTTWTCTGCTGATGCCGACGGTA
REAKAK AR K KKK AR KK KK KKK K HOR KKK KKK K OOR K OK 3K K 3 K KoK

ATGCCGGCAGCACGCCCEEGTCETCGTCCGCGTCGACGGGTGACAAACCGGTGGACAGTC
ATGCCGGCAGCACGCCCGGGTCGTCGTCCGLGTCGACGGGTGACAAACCGGTGGACAGTC

R R O R O S o 8 0 R 3 3 R K B K

GGCAAATCTACGACCTCTTCTGGACCGGCTTTGGGCGTGTGGAGGTGGACTCTGGGCCGA
GGCAAATCTACGACCTCTTCTGGACC GGCTTTGGG(GTGTGGAGGTGGA[TCTGGGC CGA

K KK KK K S KK KK K K K K K K

CCATCTCACGGTCGAACATGGTGCGCCTGCGCATCGCGLTCEGGCTGCCGGTCGACTTTC
CCATCTCACGGTCGAACATGGTGCGCCTGCGCATCGCGCTCGGGCTGCCGGTCGACTTTC

R~ aEK * xx

CAATGGGGCTTCTGTGGAATGTGGTGATGTTCGCCTCAGGCATTGGCCCTCTCATTCTTA
CAATGGGGCTTCTGTGGAATGTGGTGATGTTCGCCTCAGGCATTGGCCCTCTCATTCTTA

KK AR * *¥

AAGAGCACCGGCACTCTCTTCACTTCAACTACGCCAAGACATTCACCGACGTCGTGGLGG
AAGAGCACCGGCACTCTCTTCACTTCAACTACGCCAAGACATTCACCGACGTCGTGGCGG

K ok o o o R S R SR R SR R K

ACGAGTTCGGTGAGCTCGCGTGCTTCGGCCTCGGTGCCCAGTCGCCCAGCAGGAGGAACG

ACGAGTTCGGTGAGCTCGCGTGCTTCGGCCTCGGTGCCCAGTCGCCCAGCAGGAGGAACG
R KK KR KR KKK KSR K36 KR R K 3R 3 O KRR

ACTCCACAGCGATGGCGAACCCGCTCGATGCAGAGGCGGTAATGTGGGGGCGACACGLCG
ACTCCACAGCGATGGCGAACCCGCTCGATGCAGAGGCGGTAATGTGGGGGCGACACGCCG

R K OO O O O 0 0 0 SO O 0 0K O K SR R

TATCCGCAATGGCACCCGCAGTGGOGCAGGGGCAGGTCGTACGAACCGCCGGCAACAATC
TATCCGCAATGGCACCCGCAG TGGGGCAGGGGCAGGTCGTACGMCCGCCGGCAACAATC

ok I R S KK R o O R R R *

AAGAGACGCCCGAAGCTGACGAACAAGCGGTGAATGAACTGGATCCTGCACATCACGACA
AAGAGACGCCCGAAGCTGACGAACAAGC GGTGMTGMCTGGATCCTGCACATCACGACA

PR kK

CCTCTTCCGACCCGACACCTCTCACGGGCATCACAAACTGGTCGTGGGACCTGGACTCCG
CCTCTTCCGACCCGACACCTCTCACGGGCATCACAAACTGGTCGTGGGACCTGGACTCCG

*o kK * ok

AGTTTAGCAGTGACGAGGCCTACTGGTCACTTCCCGGCAGCGACGTCTCCTCCGGATACC
AGTTTAGCAGTGACGAGGCCTACTGGTCACTTCCCGGCAGCGACGTC TCCTCCGGATACC

EEE TS kK *

AGTCTAGACTCGAGGGTGGATACCCATACGACGTACCRGATTACGCTAAGCGGCCGLCCT

EEEs
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0

FLP3-HA - CLONE 1

FORWARD

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

ACATACACTCGWAAYTGCATGATGAGCGGCAGTGGTGCGGTGCAATCCTCCACCTTGGCG
--------------------- ATGAGCGGCAGTGGTGCGGTGCAATCCTCCACCTTGGCG

ERERER RO KRR

AAGCCCGTCCTGGATTTGTCSCAGGTACGCTGCATCCCACTCGACCAGTGGGTACCGGAT
AAGCCCGTCCTGGATTTGTCGCAGGTACGCTGCATCCCACTCGACCAGTGGGTACCGGAT

GCACACGTGGTGAACTGCATGGCACCGGGCTGCAGCAACAGCTTTTCTCTCTTTAACCGC
GCACACGTGGTGAACTGCATGGCACCGGGCTGCAGCAACAGCTTTTCTCTCTTTAACCGC

AR e

AR

AAGCATCACTGCCGTATGTGCGGGCGCGTCTTCTGCTCCTCGTGCTGCAACAACCTCGTG
AAGCATCACTGCCGTATGTGCGGGCGCGTCTTCTGCTCCTCGTGCTGCAACAACCTCGTG

ERERER EREEEERERER

TACATACCGGCCGCCGTTGTGAACAAGGCGAATAGC TCGACCGAGGGTACGGLGGLGGGL
TACATACCGGCCGCCGTTGTGAACAAGGCGAATAGC TCGACCGAGGGTACGGLGGCGGGC

ERERERER EEREEEERRER

ExEEE

AGCTATTCGGCAACCGCCAACACGTCCGTGAGCTCCGTTGTTACTCCCGAGCCGCAGCAG
AGCTATTCGGCAACCGCCAACACGTCCGTGAGCTCCGTTGTTACTCCCGAGCCGCAGCAG

R EREREE R R

TTTAACCGCGCGTGTGCGAACGACGGCAGTGCGTCGCCAAACGGGATGCGGCGAGGACCA
TTTAACCGCGCGTGTGCGAACGACGGCAGTGCGTCGCCAAACGGGATGCGGCGAGGACCA

CAGGCCCCCGCAGCGCAGGGAYTYKATGTGTCCCCTGCGTCCAGCGCTACACTGTTCCCC
CAGGCCCCC GCAGCGCABGGMTCGATGTGTCCCCTGCGTCCAGCGCTACM TGTTCCCC

EREEEE ERERER R KRR

GGCCCTCTGCCTGTCTGCAGCGATGGAAACGGTCACCTACCGTCTAACGCGCTCACCTCC
GGCCCTCTGCCTGTCTGCAGCGATGGAAACGGTCACCTACCGTCTAACGCGCTCACCTCC

CCGTCGGCGGTGACGGCGCTGCCGTCATCACTGTCTCCGTCCACCCAAGCCGCGGTGCCA
CCGTCGGCGGTGACGGCGCTGCCGTCATCACTGTCTCCGTCCACCCAAGCCGCGGTGCCA

ERERE R e

R

TGCCGTGTGTGTGCCAGCTGCTCCTACGAGGTCCAGCTGGTGGTGTCTACTCGGCAAGAA
TGCCGTGTGTGTGCCAGCTGCTCCTACGAGGTCCAGCTGGTGGTGTCTACTCGGCAAGAA

EREREX e

AACGGCGAGCCGCGCCGCCGCAGCCGCGGTGAGCTCAAGATGATCCAGCGCGTCCTCCTC
AACGGCGAGCCGCGCCGCCGCAGCCGLGGTGAGCTCAAGATGATCCAGCGCGTCCTCCTC

ERERERER EEEEEEERRER

ExEEEE

GTCAACGTCATGAGCTTCCTGACSCTGCGCGACTTGGCGAATGTGTCGCTTGTCTCGGLG
GTCAACGTCATGAGCTTCCTGACGCTGCGCGACTTGGCGAATGTGTCGCTTGTCTCGGCG

xR EEERER RO R

GACTTCTACTTCATGTCCCGAGAACAACATCATCTGGTACCAGTACAATATGACSCGGTG
GACTTCTACTTCATGTCCCGAGA-CAACATCATCTGGTACCAGTACAATATGACGCGGTG

GGTTCAGGAGGCCGAGCTGCCGCGACTGTCGTCGCTCAACTCGCGTGCTGCGGSGTYTCG
GGTTCAGGAGGCCGAGCTGCCGCGACTGTCGTCGCTCAACTCGCGTGCTGCGGCGTCTCG

EREEEE ERERER EREE EE REX

AATGCAGCAGCAGCGAGGGACCAGCTGGTAMAC - TATTCCTCGGCMAGGGGGGCCGCCAG
AATGCAGCAGCAGCGAGGGCCCAGCTGGTACACCTATTCCTCGGGCAGTGGGGCCCGCAG

ExEEEE HE REREEEREER KK EEREER  REE

CTCTTTGATAGAMGAACTGT TTTCTCAGAGTGCCCYCGTGANAWTYMARAGAWGT - - - - -
CTCTTTGATAGACGACATGTTCTC- - -GAGTGCGCCGGTGA- - TTCAAGATGCCACCACG

ERRRRNERERE KX EREE KK EHEREE K RN *

D)

FLP3-HA - CLONE 2

REVERSE

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

GCGATTGGTCTCTGCTATGACCCGTCCCGAAAAGTGACGCTGGTGCAGGCGGCAGATATT

® xx  xx xEx

ATGATGGGGCTCG-AGAGCGCTCTGGGCCCGCAGCCGGTAGTGATCTGCGGACTGATGCG

WTRWRTGGGCTCGSAGAGCGCTCCGGGCC-GCAGTCG- - TAKGATCTGCGGACTGATGCG
* AXKEEEE EXXERKEER EXXER XXXK KX EREREREEEE KR EEEEEE

ACAGCCACATTATACCTCGAGCTCGAGCAGCGCACCCCTTCATCACCACAGGGCAGGCCC
ACAGCCMCAT-ATAC - TCGAGCTCGAGCAGCGCACCC - - TCATCAC -ACAGGGCAGGCCC

EXXEEF KEX EEEX FEXXXFXEFXARREAXRXRRE  FAXEAXR FXXEXXXREXRRR

CGCTCGCTTTCCCGCTGTGGTGTCTGCAGCAACTGCGTTGAACCTCTCAGCGCCCCCGAA
-GCTCGCTTTCC-GCTGTG-TGTCTGCAGCAACTGCGTTGAACCTCTCAGCGCCCC-GAA

EEXEXFXXEXXE XXXXXX EEX EXE

GAAGGAGGACGAATGCTCTCACTCGATGCTGGTCGGCTCTGCTGAGGCTGAGGCTGCGGG
GAAGGAGGACGAATGCTCTCACTCGATGCTGGTCGGCTCTGCTGAGGCTGAGGCTGCGGG
=%

TGGCGTTGCAGGCGAGTCGACGGOTGCCGLGCCAATOTGLGGCGCTGCCAACGGTTGTAA
TGGCGTTGCAGGCGAGTCGACGGGTGCCGCGCCAATGTGCGGCGCTGCCAACGGTTGTAA

CACGCCACCTCAAGCCAGCAGCAGCCCTGCAGGTACCGCGGTCAGGTTGCCCGGCGTTGT
CACGCCACCTCAAGCCAGCAGCAGCCCTGCAGGTACCGCGGTCAGGTTGCCCGGCGTTGT

=xx =xxx R REEEE RN E

TGCAGAGAATGGTGGTCACGAGAGCTGTGACGGACTGCAGGATGACGCCGCGGTATCGCC
TGCAGAGMTGGTGGTCACGAGAGCTGTGACGGA[TGCAGGATGA[GCCGCGGTATCGCC

EEEX EEEER *

GATTCCATCACCTACGCCGCCGCCGTTCACCATCGCCTCTCCGCAGAGTAGCGTGCTCGA
GATTCCATCACCTACGCCGCCGCCGTTCACCATCGCCTCTCCGCAGAGTAGCGTGCTCGA

AGTGTCGGTCGAGGACGCGGTGGGCATTACCGT TCGAGGCCACTCATCCATCCATTGTCC
AGTGTCGGTCGAGGACGCGGTGGGCATTACCGT TCGAGGCCACTCATCCATCCATTGTCC
xx

GCTGCTGCACCCCACCCCGTTGTTCGAGGCTCTCGTGCAGTCTGTGCTGGACCTTTTAGT
GCTGCTGCACCCCACCCCGTTGTTCGAGGCTCTCGTGCAGTCTGTGCTGGACCTTTTAGT

GGAGGCGACGGTGGCCAGCACGAGCACCATATCGGAGATCAGCGCGGGGCTCACGACGLA
GGAGGCGACGGTGGCCAGCACGAGCACCATATCGGAGATCAGCGCGGGGCTCACGACGCA

TGGCGGCGGCAGCGGCCCGCAAAGCTTTCCGACGTGTTGTCCGAGCTCTCTGAGCGCTGG
TGGCGGCGGCAGCGGCCCGCAAAGCTTTCCGACGTGHGTCCGAGCTCTCTGAGCGCTGG

xxx xxxx ExEEx EEXXEEXXERE

CAGTGCGCCAGCGAGCGCGATGCGAGTCGCTTCTACGCGCCGCCGTCCGCACGCATCGCG
CAGTGCGCCAGCGAGCGCGATGCGAGTCGCTTCTACGCGCCGCCGTCCGCACGCATCGCG

xx EEEX EEEEX *

GGCAATTATGGAGGACCTGCTGAACCTGACGATGCAGCCCTGTGCACTGGACATCTTGCT
GGCAATTATGGAGGACCTGCTGAACCTGACGATGCAGTCCTGTGCACTGGACATCTTGLT
=x x

GGATCGAAAGTAG- - - === = === === == e e e e e e e e e e

GGATCGAAAGTCTAGACTCGAGGGTGGATACCCATACGACGTACCAGATTACGCTAAGCG
EXEEXXXXEEE
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E)

FLP3-HA - CLONE 2

FORWARD

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

LinfFLP3-HA-C2-F
LinfFLP3-referéncia

CYAYCTGCATGTATGAGCGGCAGTGGTGCGGTGCA-TCCTCCACCTTGGCGAAGCCCGTC

____________ ATGAGCGGCAGTGGTGCGGTGCAATCCTCCACCTTGGCGAAGCCCGTC
Aok kdokkok kokkkok bk dokkokokk dokskkokkkokbkkkkokkkkkokk ko kkk

CTGGATTTGYCGCAGGTACGCTGCATCCCACTCGACCAGTGEETACCGGATGCMCACGTG
CTGGATTTGTCGCAGGTACGCTGCATCCCACTCGACCAGTGGGTACCGGATGCACACGTG
B e T

GTGAACTGCATGGCACCGGGCTGCAGCAACAGCTTTTCTCTCTTTAACCGCAAGCATCAC
GTGAACTGCATGGCACCGGGCTGCAGCAACAGCTTTTCTCTCTTTAACCGCAAGCATCAC
o R RORR  ROR R R R R ROR K R R R R R

TGCCGTATGTGCGGGCGCGTCTTCTGCTCCTCGTGCTGCAACAACCTCGTGTACATACCG

TGCCGTATGTGCGGGCGCGTCTTCTGCTCCTCGTGCTGCAACAACCTCGTGTACATACCG
K R K R R R R *

GCCGCCGTTGTGAACAAGGCGAATAGCTCGACCGAGGGTACGGCGGCGGGCAGCTATTCG

GCCGCCGTTGTGAACAAGGCGAATAGCTCGACCGAGGGTACGGCGGCGGGCAGCTATTCG
oo R R RO R KK R R RO R R K R KRR R R

GCAACCGCCAACACGTCCGTGAGCTCCGTTGTTACTCCCGAGCCGCAGCAGTTTAACCGC

GCAACCGCCAACACGTCCGTGAGCTCCGTTGTTACTCCCGAGCCGCAGCAGTTTAACCGL
ok R R R O Rk Rk

GCGTGTGCGAACGACGGCAGTGCGTCGCCAAACGGGATGCGGCGAGGACCACAGGCCCCC
GCGTGTGCGAACGACGGCAGTGCGTCGCCAAACGGGATGCGGCGAGGACCACAGGCCLCC
kKRR R R E R R RO R R R R R KRR R R R R R R R R R

GCAGCGCAGGGACTCGATGTGTCCCCTGCGTCCAGCGCTACACTGTTCCCCGGCCCTCTG
GCAGCGCAGGGACTCGATGTGTCCCCTGCGTCCAGCGCTACACTGTTCCCCGGCCCTCTG
FR RO ROR R R KR ORRR RORHROEKRSR R R R R R

CCTGTCTGCAGCGATGGAAACGGTCACCTACCGTCTAACGCGCTCACCTCCCCGTCGGLG
CCTGTCTGCAGCGATGGAAACGGTCACCTACCGTCTAACGCGCTCACCTCCCCGTCGELG

R R KK R R KRS R R R R

GTGACGGCGCTGCCGTCATCACTGTCTCCGTCCACCCAAGCCGCGGTGCCATGCCGTGTG
GTGACGGCGCTGCCGTCATCACTGTCTCCGTCCACCCAAGCCGCGGTGCCATGCCGTGTG

R OR ROR KRR R R ROR R SR R R R

TGTGCCAGCTGCTCCTACGAGGTCCAGCTGGTGGTGTCTACTCGGCAAGAAAACGGCGAG

TGTGCCAGCTGCTCCTACGAGGTCCAGCTGGTGGTGTCTACTCGGCAAGAAAACGGCGAG
ko o R R ROR R  k  ROR R O ks R R ko

CCGCGCCGCCGCAGCCGCGGTGAGCTCAAGATGATCCAGCGCGTCCTCCTCGTCAACGTC
CCGCGCCGCCGCAGCCGCGGTGAGCTCAAGATGATCCAGCGCGTCCTCCTCGTCAACGTC

ook Ok R RO R KR OR R OR R O K R ko

ATGAGCTTCCTGACGCTGCGCGACTTGGCGAATGTGTCGCTTGTCTCGGCGGACTTCTAC

ATGAGCTTCCTGACGCTGCGCGACTTGGCGAATGTGTCGCTTGTCTCGGCGGACTTCTAC
FRRR R R ROR R SR R R

TTCATGTCCCGAGACAACATCATCTGGTAC-AGTACAATATGACGCGGTGGGGTTCAGGA

TTCATGTCCCGAGACAACATCATCTGGTACCAGTACAATATGACGCGGTGGG-TTCAGGA
o KRR RO KK R KRR K

GGC-GAGCTGCCGCGACTGTCGTCGCTCAACTCGCGTGCTGCG-CGTCTCGA-TGCAGCA

GGCCGAGCTGCCGCGACTGTCGTCGCTCAACTCGCGTGCTGCGGCGTCTCGAATGCAGCA
I e

GCAGCGAGGGCCCAGCTG-TACACTA- - TCCTCGGGCAGTGGGGTCS-CAGCTCTT-GAT
GCAGCGAGGGCCCAGCTGGTACACCTATTCCTCGGGCAGTGGGGCCCGCAGCTCTTTGAT
B S kbR Rk R R R R o RRRkkkEE ok

AGACGAC-TGTTCTCGAGTGC-TCGGGAATCCAGAATGCMCMCGCTTTCTTGAGAAGCGA
AGACGACATGTTCTCGAGTGCGCCGGTGATTCAAGATGCCACCACGCTCTCGGAGAGCGA

SRR E dobRRRRcRRRRRRR Rk bk Rk RkokE % ok sk ok kR

GGC--TTAAG-GCGAMTCTCTG== === === === s e e e e e meeccmemm———— e

GGCGGCTAAGCGCGTCATCTCGTTGCATGCGCGGTACAACTACACCCAGTTCCTTGACTT
RRR kR KA *

F)

FLP3-HA - CLONE 2

REVERSE

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

LinfFLP3-referéncia
LinfFLP3-HA-C2-R

GCGATTGGTCTCTGCTATGACCCGTCCCGAAAAGTGACGCTGGTGCAGGCGGCAGATATT
-------------------------------------------- GCAAGATAWTATTAAT

EEE *k ok

ATGATGGGGCTCGAGAGCGCTCTGGGCCCGCAGCCGGTAGTGATCTGCGGACTGATGCGA
GWATGGAGGCTCGAGARGGCTCTAGGCGCSCAGC - -GTAKKA--TCGCGGACTGATGCGA

okkkRERRER  RRkER kKRR K RRkE  kER Fkok ok Rk R R R

CAGCCACATTATACCTCGAGCTCGAGCAGCGCACCCCTTCATCACCACAGGGCAGGCCCC
CAGC---ACMATATCTCGAGCTCGAGCAGCGCAC--CTTCATCACCACAGG-CAGACCC-

FRER 0 RER RRRRERRRR R R R R R RRE KRR RERRR R R R KRR KRR

GCTCGCTTTCCCGCTGTGGTGTCTGCAGCAACTGCGT TGAACCTCTCAGCGCCCCCGAAG

GCTCGCTTTCC-GCTGTGGTGTCTGCAGCAACTGCGTTGAACCTCTCAGCGCCCC-GAAG
B

AAGGAGGACGAATGCTCTCACTCGATGCTGGTCGGCTCTGCTGAGGCTGAGGCTGCGGGT
AAGGAGGACGAATGCTCTCACTCGATGCTGGTCGGCTCTGCTGAGGCTGAGGCTGCGGGT

e LT

GGCGTTGCAGGCGAGTCGACGGGTGCCGCGCCAATGTGCGGCGCTGCCAACGGTTGTAAC
G-CGTTGCAGGCGAGTCGACGGGTGCCGCGCCAATGTGCGGCGCTGCCAACGGTTGTAAC
F R R R R R R R R R R Rk R

ACGCCACCTCAAGCCAGCAGCAGCCCTGCAGGTACCGCGGTCAGGTTGCCCGGCGTTGTT
ACGCCACCTCAAGCCAGCAGCAGCCCTGCAGGTACCGCGGTCAGGTTGCCCGGCGTTGTT

ok R R R R R R RO ORR R R R R R R R R R R R R R R Rk R R

GCAGAGAATGGTGGTCACGAGAGCTGTGACGGACTGCAGGATGACGCCGCGGTATCGCCG
GCAGAGAATGGTGGTCACGAGAGCTGTGACGGACTGCAGGATGACGCCGCGGTATCGLCG

ok ok R R R R dkk Aok e ok R ROk R

ATTCCATCACCTACGCCGCCGCCGTTCACCATCGCCTCTCCGCAGAGTAGCGTGCTCGAA
ATTCCATCACCTACGCCGCCGCCGTTCACCATCGCCTCTCCGCAGAGTAGCGTGCTCGAA

Fokk kR Rk kR R R dkkEE sk Rk Rk Rk

GTGTCGGTCGAGGACGCGGTGGGCATTACCGTTCGAGGCCACTCATCCATCCATTGTCCG
GTGTCGGTCGAGGACGCGGTGGGCATTACCGTTCGAGGCCACTCATCCATCCATTGTCCG

R R EEERE FEE R R

CTGCTGCACCCCACCCCGTTGTTCGAGGCTCTCGTGCAGTCTGTGCTGGACCTTTTAGTG

CTGCTGCACCCCACCCCGTTGTTMRAGRCTCTCGTGCAGTCTGTGCTGGACCTTTTAGTG
B T

GAGGCGACGGTGGCCAGCACGAGCACCATATCGGAGATCAGCGCGGGGCTCACGACGCAT
GAGGCGACGGTGGCCAGCACGAGCACCATATCGGAGATCAGCGCGGGGCTCACGACGCAT

ok R R R R RO R kR R ROk R

GGCGGCGGCAGCGGCCCGCAAAGCTTTCCGACGTGTTGTCCGAGCTCTCTGAGCGCTGGC
GGCGGCGGCAGCGGCCCGCAAAGCTTTCCGACGTGTTGTCCGAGCTCTCTGAGCGCTGGC

B e T e

AGTGCGCCAGCGAGCGCGATGCGAGTCGCTTCTACGCGCCGCCGTCCGCACGCATCGCGG
AGTGCGCCAGCGAGCGCGATGCGAGTCGCTTCTACGCGCCGCCGTCCGCACGCATCGCGG

B e T e

GCAATTATGGAGGACCTGCTGAACCTGACGATGCAGCCCTGTGCACTGGACATCTTGCTG
GCAATTATGGAGGACCTGCTGAACCTGACGATGCAGCCCTGTGCACTGGACATCTTGLTG

koo ok ok ok ok ok Kok ok ok sk ek ok Rk ok Rk sk ok ok ok ko ok ok kR ok ok R kK

GATCGAAAGTAG- === === === == == mm o e e e e e e m e
GATCGAAAGTCTAGACTCGAGGGTGGATACCCATACGACGWACCAGATTACGCTAAGCGG

Fok kR Rk
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Anexo 1. As andlises correspondem ao alinhamento multiplo das sequéncias obtidas por
sequenciamento Sanger em relacao a sequéncia de referéncia dos respectivos genes. (A) e (B)
representam, respectivamente, os alinhamentos das leituras forward e reverse do clone 2 de
LinfFLP2-HA. (C) e (D) correspondem aos alinhamentos forward e reverse do clone 1 de
LinfFLP3-HA. Por fim, (E) e (F) apresentam os alinhamentos forward e reverse do clone 2 de
LinfFLP3-HA.
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A)

REPA-MYC- CLONE 2

FORWARD

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

LinfREPA-myc-C1-F
LinfREPA-referéncia

CAACWRCGCACATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGATGCAGCAGCCGGGCAG

CCACCCCATCCAGCCCATCGACTCCCTCACACCGTTTCTCGGTGGCAAGTGKTGGATTCG
CCACCAGATCCAGCCCATCGACTCCCTCACACCGTTTCTCGGTGGCAAGTGGTGGATTCG

ExxEE

GGCCCGTGTGACAGACAAGACGGACATCCGTACCTGGAACAAGCCGACGTCGCAGGGAAA
GGCCCGTGTGACAGACAAGACGGACATCCGTACCTGGAACAAGCCGACGTCGCAGGGAAA

GCTCTTCTCCTTCACCCTCATTGACGAGTCTGCCGCGATTCGGGCAACGGTCTTCAACGA
GCTCTTCTCCTTCACCCTCATTGACGAGTCTGCCGCGATTCGGGCAACGGTCTTCAACGA

CGCCGTCGACACCTTCGAGCCGCTCATCGTCAATGGACAGGTATACTATTTCAGCGGTGG
CGCCGTCGACACCTTCGAGCCGCTCATCGTCAATGGACAGGTATACTATTTCAGCGGTGG

CCAGGTGAAGAATGCGAACCGGCGTTTCAGCAACGTGAACAATGACTACGAGCTCACGTT
CCAGGTGAAGAATGCGAACCGGCGTTTCAGCAACGTGAACAATGACTACGAGCTCACGTT

TGACCGCAGCTCGGAGATTATGCTGGCGCGGCAGGACACATCAACAGCGGCGCTGCCGAT
TGACCGCAGCTCGGAGATTATGCTGGCGCGGCAGGACACATCAACAGCGGCGCTGCCGAT

xxx ——

GCWKYGCTACAACTTTGTGCCGATCGAGCTTCTGAAGCAGCGCGAGGTCGGTTCGCTCGT
GCAGCGCTACAACTTTGTGCCGATCGAGCTTCTGAAGCAGCGCGAGGTCGGTTCGCTCGT

CGACGTGCTTGGCGTCGTGCTCAAGGTGGACGAAGTGTCGTCCATCACGCAGAAGTCGAC
CGACGTGCTTGGCGTCGTGCTCAAGGTGGACGAAGTGTCGTCCATCACGCAGAAGTCGAC

GGGCCGTGAGCTGGTGAAGCGAAACGTCAAGATGGGCGACATGACGGCGGCTGTGGAGGT
GGGCCGTGAGCTGGTGAAGCGAAACGTCAAGATGGGCGACATGACGGCGGCTGTGGAGGT

CACCTTCTGGAACGATGAGGCAAAGGCGTGGTGCTACCCAGTCGGCACCGTTGTGGCGCT
CACCTTCTGGAACGATGAGGCAAAGGCGTGGTGCTACCCAGTCGGCACCGTTGTGGCGCT

GCGGCAGCTGAAGGTTGGCAGTTTCGACGGTGTGACCCTCTCATCCACTTATCAGACCAA
GCGGCAGCTGAAGGTTGGCAGTTTCGACGGTGTGACCCTCTCATCCACTTATCAGACCAA

GATCGACATCAACCCCACAGACCTGCCGGACGTCAAGAAGCTCGCGACGTG-TATGTGAC
GATCGACATCAACCCCACAGACCTGCCGGACGTCAAGAAGCTCGCGACGTGGTATGTGAC

xEEEEEE

xxx rrEEEEE

GACTGGCGGCGCTAACGTGACGTCTTG-TCGTCGCAGGG-CTTGGCGCCGCGAGCGGGCC
GACTGGCGGCGCTAACGTGACGTCTTTGTCGTCGCAGGGGCTTGGCGCCGCGAGCGGGGC

xxx xxxx x

G---TGCGAGAGCGACS----- CGCSCAGTACTGGACRAGATCAG-TCGAGTATCGACGG
CGGTGGCGAGAGCGACCGCGGCCGCAAGTACCTGGACGAGATCCAGTCGGAGGGGATCGG

EEEEEEEREER xxx. . EXTEEEX EEEXX xxx Lxxx

GCTGAGCCG-------~, AGTACGTCGACGTCG--TGSGTTCG--ATTACTCAAGCAGGRA
ACGGGGCCTGAAGCCCGAGTACGTCGACGTCCGGTGCGTTCCGATTTAC TTCAAGCAGGA

JE R _EEx EXEEERXXXXXRES ** xxxx LEEEEE %

TGCCAAKGGATAMGASCGSKGCCYGA - - -~ - = === == === === == === m o oo
TGCCCAGTGGTACGACGCGTGCCCGACCTGCAACAAGAAGGTGACCGAGGAGGGCGCGCA

XXX X X Fx X% *xx =%

B)

REP-MYC - CLONE 2

REVERSE

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

LinfREPA-referéncia
LinfREPA-myc-C1-R

GAGGTCGGTTCGCTCGTCGACGTGCTTGGCGTCGTGCTCAAGGTGGACGAAGTGTCGTCC

ATCACGCAGAA-GTCGACGGGCCGTGAGCTGGTGAAGCGAAACGTC-AAGATGGGCGACA
TTCASSCAGAAAKTTSRACGGCCGTGARCYTGKGAAAGCGAACGTYCAAGATWGGSGACA

X%X  RKEKEX X REKEKKEKE X X KKK HEEEX  RREKE XX KEKX

TGACGGCGGCTGTGGAGGTCACCTTCTGGAACGATGAGGCAAAGGCGTGGTGCTACCCAG
TGACG--CGCTGTGGAG-TCACCTYYGGAACGAWKRAGGCAAAGRSGKG-TGCTATCCAG

AKX EAEKEREKE XHKKKK * % RXKEKEKE K K KEKEK KEXX

TCGGCACCGTTGTGGCGCTGCGGCAGCTGAAGGTTGGCAGTTTCGACGGTGTGACCCTCT
TCG-CMCCGTTGTGGCGCTGCGGCAGCTGAAGGTTGGCAGTTTCGACGRTGTGACCTY

X% X *

CATCCACTTATCAGACCAAGATCGACATCAACCCCACAGACCTGCCGGACGTCAAGAAGC
CWTCM- CTTNTCARACCAARATCGACATCAACCCCMCARACCTGCCGGACGTCAAGAAGC

* XX KKK KKE XXEXE

TCGCGACGTGGTATGTGACGACTGGCGGCGCTAACGTGACGTCTTTGTCGTCGCAGGGGC
TCGCGACGTGGTATKTGACGACTGGCGGCGCTAACGTGACGTYTTTGTCGTCGCAGRGGC

xkE

TTGGCGCCGCGAGCGGGGCCGGTGGCGAGAGCGACCGCGGCCGCAAGTACCTGGACGAGA
TTGGCGCCGCGAGCGGRGCCGGTGGCGAGAGCGACCGCGGCCGCAAGTACCTGGACGAGA

TCCAGTCGGAGGGGATCGGACGGGGCCTGAAGCCCGAGTACGTCGACGTCCGGTGCGTTC
TCCAGTCGGAGGGGATCGGACGGGGCCTGAAGCCCGAGTACGTCGACGTCCGGTGCGTTC

CGATTTACTTCAAGCAGGATGCCCAGTGGTACGACGCGTGCCCGACCTGCAACAAGAAGG
CGATTTACTTCAAGCAGGATGCCCAGTGGTACGACGCGTGCCCGACCTGCAACAAGAAGG

TGACCGAGGAGGGCGCGCAGGGTGACCGCTTTCGCTGCGAAAAGTGCGACAAGACCGTCA
TGACCGAGGAGGGCGCGCAGGGTGACCGCTTTCGCTGCGAAAAGTGCGACAAGACCGTCA

CGCCGACGCAGCGCTACCTCGTTTCCATCCAGGTCACGGACAACGTCTCTCAGGCGTGGC
CGCCGACGCAGCGCTACCTCGTTTCCATCCAGGTCACGGACAACGTCTYTCAGGCGTGGC

TAACGCTCTTCAACGAAGCCGGCATCGAGTTCTTTGGGATGGAGGCGGCAGAACTGAAGC
TAACGCTCTTCAACGAAGCCGGCATCGAGTTCTTTGGGATGGAGGCGGCAGAACTGAAGC

GTCGTGCGCAGGAGGACCCTCTCTACATCGCGAAGCTGGCGCAGGGCCGCATGAACCGAC
GTCGTGCGCAGGAGGACCCTCTYTACATCGCGAAGCTGGCGCAGGGCCGCATGAACCGAC

CAGTGGTGATGCGTCTGCGCGTGAAGGAGGAGACGAGCTCGAACGCCATGACCGGTGAGG
CAGTGGTGATGCGTCTGCGCGTGAAGGAGGAGACGAGCTCGAACGCCATGACCGGTGAGG

AGTCAGACCGGCTGCGCATGTCAGTGGTGCGCATCTCCGAGTTTATGCCGATTGCGGGCA
AGTCAGACCGGCTGCGCATGTCAGTGGTGCGCATCTCCGAGTTTATGCCGATTGCGGGCA

CCTCCGAGGAGACGCGCCGCCGCCTCGCGCAGAACCTGCGCACAGAGTGCGATGAAATTC
CCTCCGAGGAGACGCGCCGCCGCCTCGCGCAGAACCTGCGCACAGAGTGCGATGAAATTC

TCCGCCTCATCGAGGCTTACGTCTGA- - - - === === === === === == ooo——
TCCGCCTCATCGAGGCTTAYGTCTGAAAGCTTGGTACCGGATCCGAATTCGTCGACGATA
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O

MITCAR-MYC- CLONE 5

FORWARD

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

LinfMitCar-myc-C5-F
LinfMitCar-referéncia

CWCCAGRGSGCACATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGTCCGC
------------------------------------------ ATGTCCGC

EREREER

CAAGACGGCCGCCGCTCCGTCGGAGCGCAGSTTCGTCGATCGGTTTTTGC
CAAGACGGCCGCCGCTCCGTCGGAGCGCAGCTTCGTCGATCGGTTTTTGC

GCAGTCATGCCGGCGCCGAAACAGSCGCCGGTATCCTCGAGATTGCCTTC
GCAGTCATGCCGGCGCCGCCACAGCCGCCGGTATCCTCGAGATTGCCTTC
x

X EXKEER

TTCCATCCGTTCGACACGACGGCGAAGCGACTGATGGCAAACAAKGKCCT
TTCCATCCGTTCGACACGACGGCGAAGCGACTGATGGCAAACAAGGGCTC
* %

MWWMAWGCGCGGCTCCATGGGGGAGACGGCCGCCAACCTCAACATGATCG
CATCATGCGCGGCTCCATGGGGGAGACGGCCGCCAACCTCAACATGATCG
*

TCTTCAAAAAGCACGCCGACGCCGGCTTCCTTCGAAAGGTTGTGTACCTC
TCTTCAAAAAGCACGCCGACGCCGGCTTCCTTCGAAAGGTTGTGTACCTC

TACCCGGGCTCCCTGTACGCCACCGTGTACAAGGTCTTCCAGCGCGTCTA
TACCCGGGCTCCCTGTACGCCACCGTGTACAAGGTCTTCCAGCGCGTCTA

CAAGTTCGCCGGACAGCCCCTCGTGCGCGACTTTCTCAGCTCCAACTACC
CAAGTTCGCCGGACAGCCCCTCGTGCGCGACTTTCTCAGCTCCAACTACC

GCGACGGCTTCAAGCGGTACTGTGGCGAGGCGCACAAGGTTATKKTTKKW
GCGACGGCTTCAAGCGGTACTGTGGCGAGGCGCACAAGGTTATGGA-GGA

YKYGACGGCCGGCTGCCTCATCGGCCTCGGCGAGGTCTTCTTGCTGCCGC
CGCGACGGCCGGCTGCCTCATCGGCCTCGGCGAGGTCTTCTTGCTGCCGC

TGGATCGGCTGAAGGTATTGAGCCAGACGAACGAGGCCGCCATGCGGAGC
TGGATCGGCTGAAGGTATTGAGCCAGACGAACGAGGCCGCCATGCGGAGC

GGTCTTCTGCCGCTTCTGCGCCAGGAGGGCTTCCGCGGTATGTACGCGGG
GGTCTTCTGCCGCTTCTGCGCCAGGAGGGCTTCCGCGGTATGTACGCGGG

TACCGTGGTGACGATGTGCCGCAACGCCCCCGGCTCGTTCTGTCTATTTG
TACCGTGGTGACGATGTGCCGCAACGCCCCCGGCTCGTTCTGTCTATTTG

GTGGCACAGCCTTCACGAAGGGGTACATCTTCGGCCTCAGCGACTACCGC
GTGGCACAGCCTTCACGAAGGGGTACATCTTCGGCCTCAGCGACTACCGC

CATGCGACTCTCTTCCAGAACATGTGCGCCTCCACTGTGGGCGCGTGCGT
CATGCGACTCTCTTCCAGAACATGTGCGCCTCCACTGTGGGCGCGTGCGT

CGCCATCGCCATCTCTAACCCGATGGACGTCGTCAAGACTCGTGTGCAGC
CGCCATCGCCATCTCTAACCCGATGGACGTCGTCAAGACTCGTGTGCAGC

AGCAGACGGACGCCGAGCGTCGCAGCGGTATGACGATGGCGACG-CGATG
AGCAGACGGACGCCGAGCGTCGCAGCGGTATGACGATGGCGACGGCGATG

TREEK

CTGAAGGAGGAGG-CGTGCTGTCCTTCTTCAAGGGCCTCACGCCGAAGAT
CTGAAGGAGGAGGGCGTGCTGTCCTTCTTCAAGGGCCTCACGCCGAAGAT

CATCGCCTCGGGCGCCGAAGCTGAATTTTTGCGTACMCCAWKGACCSGRA
CATCGCCTCGG-CGCCGAAGCTGA-TTTTTGCGTACACCATG-ACCGAGT

RE KEE

D)

MITCAR-MYC - CLONE 5

REVERSE

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

LinfMitCar-referéncia
LinfMitCar-myc-C5-R

GTTTTTGCGCA-GTCATGCCGGCGCCGCCACA-GCCGCC-GGTAT-CCTC
————— TGCGCMAGT CAWGCCGGCGCCGCCACMAGCCGCCCGGTATTCYTC

HRKRK REEE OO RRRRRE ORKKORK XRERR K KK

GAGA-TTGCCTTCTTCCATCCGTTCGACACGACGGCGAAGCGACTGATGG
GAGAATTGCCTTCTTCCATC-GTTCGACACGACGACGAAGCGACTGATGG

ExEX

CAAACAAGGGCTCCATCATGCGCGGCTCCATGGGGGAGACGGCCGCCAAC
CAAACAAGGGCTCCATCATGCGCGGCTCCATGGGGGAGACGGCCGCCAAC

CTCAACATGATCGTCTTCAAAAAGCACGCCGACGCCGGCTTCCTTCGAAA
CTCAACATGATCGTCTTCAAAAAGCACGCCGACGCCGGCTTCCTTCGAAA

GGTTGTGTACCTCTACCCGGGCTCCCTGTACGCCACCGTGTACAAGGTCT
GGTTGTGTACCTCTACCCGGGCTCCCTGTACGCCACCGTGTACAAGGTCT

TCCAGCGCGTCTACAAGTTCGCCGGACAGCCCCTCGTGCGCGACTTTCTC
TCCAGCGCGTCTACAAGTTCGCCGGACAGCCCCTCGTGCGCGACTTTCTC

AGCTCCAACTACCGCGACGGCTTCAAGCGGTACTGTGGCGAGGCGCACAA
AGCTCCAACTACCGCGACGGCTTCAAGCGGTACTGTGGCGAGGCGCACAA

GGTTATGGAGGACGCGACGGCCGGCTGCCTCATCGGCCTCGGCGAGGTCT
GGTTATGGAGGACGCGACGGCCGGCTGCCTCATCGGCCTCGGCGAGGTCT

TCTTGCTGCCGCTGGATCGGCTGAAGGTATTGAGCCAGACGAACGAGGCC
TCTTGCTGCCGCTGGATCGGCTGAAGGTATTGAGCCAGACGAACGAGGCC

GCCATGCGGAGCGGTCTTCTGCCGCTTCTGCGCCAGGAGGGCTTCCGCGG
GCCATGCGGAGCGGTCTTCTGCCGCTTCTGCGCCAGGAGGGCTTCCGCGG

TATGTACGCGGGTACCGTGGTGACGATGTGCCGCAACGCCCCCGGCTCGT
TATGTACGCGGGTACCGTGGTGACGATGTGCCGCAACGCCCCCGGCTCGT

TCTGTCTATTTGGTGGCACAGCCTTCACGAAGGGGTACATCTTCGGCCTC
TCTGTCTATTTGGTGGCACAGCCTTCACGAAGGGGTACATCTTCGGCCTC

AGCGACTACCGCCATGCGACTCTCTTCCAGAACATGTGCGCCTCCACTGT
AGCGACTACCGCCATGCGACTCTCTTCCAGAACATGTGCGCCTCCACTGT

GGGCGCGTGCGTCGCCATCGCCATCTCTAACCCGATGGACGTCGTCAAGA
GGGCGCGTGCGTCGCCATCGCCATCTCTAACCCGATGGACGTCGTCAAGA

CTCGTGTGCAGCAGCAGACGGACGCCGAGCGTCGCAGCGGTATGACGATG
CTCGTGTGCAGCAGCAGACGGACGCCGAGCGTCGCAGCGGTATGACGATG

GCGACGGCGATGCTGAAGGAGGAGGGCGTGCTGTCCTTCTTCAAGGGCCT
GCGACGGCGATGCTGAAGGAGGAGGGCGTGCTGTCCTTCTTCAAGGGCCT

CACGCCGAAGATCATCGCCTCGGCGCCGAAGCTGATTTTTGCGTACACCA
CACGCCGAAGATCATCGCCTCGGCGCCGAAGCTGATTTTTGCGTRCACCA

KK KK

TGACCGAGTACTTCTTCAAGGTGATGAACGACTCCAAGAAGCGTTGA- - -
TGACCGAGTACTTCTTCAAGGTGATGAACGACTCCAAGARGCGTTGAAAG
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E)

POLIA-MYC- CLONE 2

FORWARD

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

LinfPOLIA-myc-C2-F
LinfPOLIA-referéncia

CRCARCGCMCATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGTGGTCSCAGTGCRACGC
--------------------------------------- ATGGTGGTCCCAGTGCAACGC

JEERKKKKK KKXKKK KAKK

ACCTYCGTCTACGTCGGCGACTTGCCSATCGACCTGCCTCGCCCAGAGGAGGCGATTAAC
ACCTCCGTCTACGTCGGCGACTTGCCGATCGACCTGCCTCGCCCAGAGGAGGCGATTAAC

EEEEY

AACCTCTTTAGTACTGTTGCACCCGTGGTCTCCGTAAAGGTGTGCCGCGACATGGCAACG
AACCTCTTTAGTACTGTTGCACCCGTGGTCTCCGTAAAGGTGTGCCGCGACATGGCAACG

XKK

CAKCGCTCCTTAGGCTATGGCTACGTCAACTTCCASACCACTGCCGATGCAGAAAAGGTG
CAGCGCTCCTTAGGCTATGGCTACGTCAACTTCCAGACCACTGCCGATGCAGAAAAGGTG

*k *RK

ATTGACGCGCTCAACTACWCAKGCWTCKCACCRGGGCGCCRAATCCGCGTCATGTTCTCC
ATTGACGCGCTCAACTACACAGGCATCGCACCAGGGCTCCAAATCCGCGTCATGTTCTCC

B

ATCCGCGACCCGCTCCAGCGCAAGAGCGGCATGAACAATGTGTTTGTYAAGAAGCTGGAT
ATCCGCGACCCGCTCCAGCGCAAGAGCGGCATGAACAATGTGTTTGTCAAGAAGCTGGAT

EE Y

ACTGCTATTAATGCCAAGGAGCTGCAGGCTGCCTTTACCAAGTGCGGCCGCGTGCTGTCK
ACTGCTATTAATGCCAAGGAGCTGCAGGCTGCCTTTACCAAGTGCGGCCGCGTGCTGTCG

*k

TGCAAGGTGGCGCTCGACTCGKYAGGCAACTCGAARGGCTACGGCTTTGTGCAGTTCGAG
TGCAAGGTGGCGCTCGACTCGGCAGGCAACTCGAAGGGCTACGGCTTTGTGCAGTTCGAG

*KK

ACAGCCGAASGCGCCAAGGCGGCGCTCGACATGAACGGWAGTAAGT TGGGKGATAGCGAG
ACAGCCGAAGGCGCCAAGGCGGCGCTCGACATGAACGGTAGTAAGT TGGGGGATAGCGAG

AR

GTGGTGGTGGYACCCTTTGTCCGTCRCGTCKACCRYKAGGTGATGGMCGCCAMATCCTTC
GTGGTGGTGGCACCCTTTGTCCGTCGCGTCGACCGCGAGGTGATGGCCGCCAAATCCTTC

HREK KKK FRR AR HRRAK AR AR

CSGAACATCTACATCAAGAACATCGCGGCCGCCGCCACGGAGGCGGACGTGAAGGCGGCC
CGGAACATCTACATCAAGAACATCGCGGCCGCCGCCACGGAGGCGGACGTGAAGGCGGLC

* LY

GCGGAAMAATTTGGCAAGGWAAATTCCTTGTTTCTCTCCGAGCACGYGYYGYTCMCTACC
GCGGAAAAATTTGGCAAGGTAAATTCCTTGTTTCTCTCCGAGCACGCGCCGTTCCCTACC

EEEE Y * K KK REKKK

AAATTCGCYCTGCTCGYGTTCGAGGAGYACGAKGCYGYCGTCCAGGAYATCGCGGMGCTG
AAATTCGCCCTGGTCGCGTTCGAGGAGCACGAGGCCGCCGTCCAGGCCATCGCGGCGCTG

EAK KKK FEKK KX K KKKEKKKK  KKXEKKK XKKK

ACCKAGTCGGAAGAGAGCGGACTGAMTGAGAAG -MRGYKAAACTCGWWGTRTGCCGSTCG

AACGAGTCGGAAGAGAGCGGCCTGACAGAGAAGGCGGCGAAACTCGTTGTGTGCCGCGCG
* % JEEER * XK ORKKK KK

CATTCCAG-ACSKAGCGTGAYCGTRAGAS -ACGAGGTCCGCGTCCCTGCTACAGATCACG
CTTTCCAAGAGCGAGCGTGACCGTGAGAAGAAGAAGGCCGCGTCCCTCTACCAGAACCAC

RRREKK K ORKRKKEK KKK KKK, K KK K ERKRKEKKKK o KKK X

---RCCGYACTCYACKTAAACACTGCTGACKACATACTGACGMCAGYTGCSCR - - - - - - G
GGCCGCAACCTCTACGTAAAACAC(TGCCTGACGACATCACCGACGACAAGCTGCGCGAG

X RRK KK KRN . BWIgc WM N

ATCTMCGAGTCGGTAGCCAGAATCACATCKTGKGTGCCATCWCKGAGGAAGCTGA- - - - -
ATCTTCGAGCCGTTTGGCAAGATCACATCGT»»GTGCCATCATGAAGGAGCCGAATGGCA

REKK KKKK KX KK KK KKKKKKEK K KKKKXKKK JREXR X

F)

POLIA-MYC - CLONE 2

REVERSE

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

LinfPOLIA-referéncia
LinfPOLIA--myc-C2-R

GAGCACGCGCCGTTCCCTACCAAATTCGCCCTGGTCGCGTTCGAGGAGCACGAGGCCGCC
----------------------------------------------------- TTCCSCC

*x xx

GTCCAGGCCATCGCGGCGCTGAACGAG - TCGGAAGAGAGCGGCCTGACAGAGAAGGCGGC
GRTCAGTCAKTGCMAGYGCTGATCGAGTTCGGTAGAGAGCG-GCTGACTRAGACRGCRTC

*  xEx XX L ORERKEK KERK KKKKKXXKEKEKE  KEKKXK, EXK XX X

GAAACTCGTTGTGTGCCGCGCGCTTTCCAAGAGCGAGCGTGACCGTGAGAAGAAGAAGGC
G- -ACTCGTCGTGTGCGYGSRCGTTCCTAGAGTCGAGCGTGACG- - - - - - TGAGWGAGTA

*OEEEEEE RXEEEX XX K K KXXXEEEXXX PR S

CGCGTCCCTCTACCAGAACCACGGCCGCAACCTCTACGTAAAACACCTGCCTGACGACAT
GACRMGTCMTSCWCCASAACACGGCR -CAACCWYTACGTAAARSACWG - CCTGAYGACAT

" KL KR KEEEEX  EEREX  EEEXREEE KK KEEEE KEEEX
CACCGACGACAAGCTGCGCGAGATCTTCGAGCCGTTTGGCAAGATCACATCGTGTGCCAT
CACTGACGACAAGCTGCGCGAGATCTCGAGYCG- - TTGGCAWGATCACATCGTGTKCCAT

AEE EEEXEEEXXXXERRRRXXRRER X EREEEE KEXRKEXREREEE KXER

CATGAAGGAGCCGAATGGCACCTTCAAGGGGTTCGCCTTTGTCTGCTTCGAGGACAGGCA
CNGAHMGGAG(CGAAKGG(ACCTTCAAKRGGTTCKCCTTTGTSTG(TTCGAGGACAGGCA

ExERE

GCACGCCTCCGCTGCGTTGCGGAGCCTGAATGGGCAGCCTCTAGAGCACTCAAAGAAGCC
GCACGCMTMYGCTGCGTTGCGGAGCCYGAATGGGCAGCCTCTAGAGCWC TCAAAGAAGCC

EEEXEE X

TCTTTATGTGAGCCACGCGGAGCAGAAAG-ACATGCGCATCCGCCTGCTTCAGCAGCGTC
TCTGTATGTGAGCCACGCGGAGCAGAAWAGACATGYGCATCYGCCTGCTTCAGCAGCGTC

i

GTGCGGCCATGCGCCACCAGTCCCGTATGGTGCCCCCGATGAACACGTTCCCGCAGCAGT
GTGYGGCCATGCGCCACCAGTCCCGTATGGTGCCCCCGATGAACAYGTTMMSGCAGCAGT

xxx xxx

GGCCGCGGCACCCGTTCCCGCACATGGTGCCGCCCATGATGCCGCCACCGCCGCCACCGA
GGHCGCGGCNCCMGTT(CCGCACATGGTGCCGCCCATGATGCCGCCRCCS(CGCCACCGA

EE KEEKEE KX

ACATGGGGATGCCACAGTTCATGTCTGGCCCAATGATACGTCGCCCCGCCATGGAGCCAC
ACATGGGGATGCCACAGTTCATGTCTGGCCCAATGATAYGTCGCCCCGCCAKGGARCCAC

JEEE KRR

ACCTCATGCAAGGCGAACCGATGCGTCCGCCGAACCGCTACACACAGCCACGCGAGCAGT
ACYTCATSCAAGGCGAACCGATGSGTCCGCCGAAYCGCTACACACAGCCACGCGAGCAGT

*x EEEE

ATCCACCGCAGCAGCGCCAGGACGGCGTCGACATGAACTACCTCAGCACCCTTTCCCCAG
ATCCMCCGCAGCAGCSMCAGGRMGGCGTCGACATGAACTACYTCAGCACCCTTTCCCCAG

rxEE . EEEX

AGCAGCAAAAGAACTATCTTGGCGAGCTTCTCTACAGCCGCATCCTGCCGTTGGAGTCGT
AGCAGCAAAAGAWCTATCTTGGCGAGCTTCTMTACAGCCGCATCCTGCCGTTGGAGTCGT

CCAATGCCGCGAAGATTACGGGTATGCTGCTTGAGATGAGCCGCGAGGAGATTTTCGAGA
CCAATGCCGCGAAGATTACGGGTATGCTGCTTGAGATGAGCCGCGAGGAGATTTTSGAGA

JEXEE

TCCTGGCGGACCACTTCGCCCTTCTCTCCAAGATTCAGGAGGCAAACGCGGTGCTTCAGC
TCCTGGSGGWCCACTTCGCCCTTCTCTMCAAGAT TCAGGAGGCAAACGMGGTGCTTCAGC

EEEEEE KX

AGCACACTGGCAACTAG- = == == === == = === == m mm e e m e e m e
WGCACAMGGGSRACTAGAAGCTTGGTACCGGATCCGAATTCGTCGACGATATCTCTAGAC

XEXXE KX OKKKXX
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G)

LRR-MYC- CLONE 2

FORWARD

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

LRR-myc-C2-F
LinfLRR-referéncia

CGCTRCGCMCATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGGCGGACCCTGCGCACACC
--------------------------------------- ATGGCGGACCCTGCGCACACC

-t!lll‘l#*tlltlt#l‘ll

CGCSATGACTTCTGGGAGCAGCAGCAGCAGTCGGTTCAAATGACCCGGGGTGCCTTTGAG
CGCGATGACTTCTGGGAGCAGCAGCAGCAGTCGGTTCAAATGACCCGGGGTGCCTTTGAG

l!!.'!l‘!'!‘l‘.lliil*l.“.*“litl‘tl“"lll!lil‘ltl!l.‘lll"

GCCATGAACAACAACAGCATGCAGTTGCTGCAGATGCGCGTCGACACCTTGGAACGGCAG
GCCATGAACAACAACAGCATGCAGTTGCTGCAGATGCGCGTCGACACCTTGGAACGGCAG

LR R R R SRR R R R P R RS SR R R R R R S S e S e e R S L]

GTGGCGATGCTATCTGCGCAGGTCATGGCAGCCGCGCTGCCCGCATCTTTTCAGGCTTAC
GTGGCGATGCTATCTGCGCAGGTCATGGCAGCCGCGCTGCCCGCATCTTTTCAGGCTTAC

3020 0K R K R R R0 R R K R 8 R 0 88 8 0 8 K K 0 08 8 R KR KR KKK K K K OK K K

CCRGGCGTCACGTACGGAATGTCGCCCGCCACCTCCAACGTCACCCAAATGACTGCCATG
CCAGGCGTCACGTACGGAATGTCGCCCGCCACCTCCAACGTCACCCAAATGACTGCCATG

KKK R KR KR R KRR R R KR KR R R KR R R K R KR K KR 8 R R R K R KRR K KR K K K

CCCACACAGATGCCCGCGAATATGTACTTCTACCAGCCGCCTGGCATGCCCGCCGCTGCT
CCCACACAGATGCCCGCGAATATGTACTTCTACCAGCCGCCTGGCATGCCCGCCGCTGCT

00 200 R K R RO K R 0 K K R R 8K R R K 0 R K KRR R K K R R R KR K K KK

CCGGCTAACGGTGCCGCTGCGGACGACGGCAAGGCGTCGAAGCAGCTGGAAGATGAACTC
CCGGCTAACGGTGCCGCTGCGGACGACGGCAAGGCGTCGAAGCAGCTGGAAGATGAACTC

0200000000 R R R KR 6 00 R R R K 0 K K 0 00 0 R R R KR R K K

YAGCGCATGGGTGTGTTGGCCTATGGTGGCGCTGCTGCTGGCAGCACCACGAGCCCCGAG
CAGCGCATGGGTGTGTTGGCCTATGGTGGCGCTGCTGCTGGCAGCACCACGAGCCCCGAG

00 2 000 KRR KRR K K KR KK R R R 8 R K R R KK K R . KK K K KR K R KR ORI K KR K KOR K OK

GCAGCCGCAGCGGCAGCGACGATGACTTTGATGCAGAACAACTTCGTGGTGTCCCCGACC
GCAGCCGCAGCGGCAGCGACGATGACT TTGATGCAGAACAACTTCGTGGTGTCCCCGACC

000 KR KR KR KRR R KR R R R KR K K K K KR K KK R KR R KR KK K K K

AGCGGCATCTCCGCCTTCCCGGGTGTGATCGCCGGGGTCGGCAACTCCAACGGCGCCGGC
AGCGGCATCTCCGCCTTCCCGGGTGTGATCGCCGGGGTCGGCAACTCCAACGGLGCCGGL

0 20 6 R K K KR K 8 R K K KR K R R B kK K K K R K K Kk K 1K K 8 K8 K K K R K KR ROk K R OK K K

CCTGGCATACCCTTCATGCCCGGGGCGCACGAGGTGGCTTTGGCGTCCTCGATGATGCCG
CCTGGCATACCCTTCATGCCCGGGGCGCACGAGGTGGCTTTGGCGTCCTCGATGATGCCG

02002000000 R R KRR K 0K 8 R 0 00 8 K 0 00 R K0 K00 8 R KR R KR KR R K K

GGTCCGCCGCCAGCGTCCACCTCCACCAAGATGAGCAATGCGCTTCTTCAGAAGGCGTTC
GGTCCGCCGCCAGCGTCCACCTCCACCAAGATGAGCAATGCGCTTCTTCAGAAGGCGTTC

300 2006 KK KR R K KRR KR R K R KK 08 K K KR KR KR RO K K K R O KK RO K OK K K

GGTTTCTCGGACCCGGCCATGAACGGGGCCGGCGGCGACGGCATGAACGCAAACATGAGC
GGTTTCTCGGACCCGGCCATGAACGGGGCCGGCGGCGACGGCATGAACGCAAACATGAGC

300 206 6K K KR 8 K K KRR KR R Rl K R K 08 8 K i R K K K K K 8 80 K K K R I K KK 6k K R OK K K

AGCCTTCAGCGCAGTG-TGCTGTGACGCTGGACCG-CTTCAGAGCACAACGARAAG--CT
AGCCTTCAGCGCAGTTGTGCTGTGACGCTGGACCCGCTTCAGAGCACCAACGAGAAGCTT

00200 R KR KOk K R OK 200K 0K K ROk K #lltlll‘!’l l *

H)

LRR-MYC - CLONE 2

REVERSE

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

LinfLRR-referéncia
LRR-myc-C2-R

CTCCTGAACCTGCAGGGATGCTCACCTTGTGTCGACGACAATGCGGTGCGCATGATCGCT
----------------------------------------------- GCATWRWATCGTG

*x AR

GCGCACAA-CACACGCCT -CAGCCGGCTAAACCTCTGCGGGTGTGACCGCGTGACGGACG
KCGCMCAAACACACGCCTYCARGCGGCTTAACCTTYTGCGGGGKKGACSCGKGACG---A

HHK OO RKOCOORERER KK ORI L RORKK % * R KRR

CGCAGCCACTTGCGCAGCTCTCCCTCATGTTTGACCTCAACCTGTCCGGCACGATGATCG
CGGCAGCACTTGSGCAGCTYTTCCTCCATGTTG-ACTCAACCTGTCCGGCACGATGATCR

KR ORKKKKK RRREKK K OKKKK . KX KK Pty

GCACCGCTTCGCTGGAGGCGATCTCGCACGGGTGCG-GCCAGCTCAGCCGCCTTGCCATC
GCMCG-CTTCGCTGRAGGCGATCTCGCACGRGTGCRGCCCAGCTCAGCCGCCTTGCCATC

% *RRAOKOK EE et AR

AACAGCTGCCAGCAGCTGACGGATGTGTCAAGT TTGAAGAACCTGTCGGAGCTGAAGCTG
A-CAGCTGCCAGCAGCTGACGGATGTKTCAAGTTTGAAGAACCTKTCGGAGCTGAAGCTG

* e AN

CTCTACTGCCGCTACTCCGAAAACATAGACCCGGCCACCATCACCAACGTGCTCGCCGGC
CTCTACTGCCGCTACTCCGAAAACATAGACCCGGCCACCATCACCAACGTGCTCGCCGGC

ATCGGTCAGAATCTGCTCACGCTGAACGTGGACGGCATCCGCTTCCGTCAGCTTGACCTC
ATCGGTCAGAATCTGCTCACGCTGAACGTGGACGGCATCCGCTTCCGTCAGCTTGACCTC

EHEEK

TCTAACTTGCCGCACGTCACCGCCTTGAAAAACT TCAACTGCAAAGACAACACCCAACTT
TCTAACTTGCCGCACGTCACCGCCTTGAAAAACT TCAACTGCAAAGACAACACCCAACTT

rp—

AGGGATCTGGACTGGCTGCTGAGCATTCCCAACGCGGCAAGGGCCTTCGAGTCGCTGGAG
AGGGATCTGGACTGGCTGCTGAGCATTCCCAACGCGGCAAGGGCCTTCGAGTCGCTGGAG

R

ATGCTGGACGTGGAAGGGTGCGAGTCGCTCGTGAGCTTCGGGATGCATATCACCTCGCTA
ATGCTGGACGTGGAAGGGTGCGAGTCGCTCGTGAGCTTCGGGATGCATATCACCTCGCTA

AAGCGACTCAAGACGGTGCGTCTCACGAACACTGGCATCACCAATGAAGAGCTTTCCCGC
AAGCGACTCAAGAMRRTGCGTCTCACGAACACTGGCATCACCAATGAAGAGCTTTCCCGC

ATCTCAGCCTGCCCGGCGCTATCTGTCATTCACCTTGAAGACTGCGCTGGCATCACGAAT
ATCTCAGCCTGCCCGGCGCTATCTGTCATTCACCTTGAAGACTGCGCTGGCATCACGAAT

GTGGACTGCCTTGCGAATGTGCCCACTCTCACAAAGGTGATACTGAGCATGCGGATGCAG
GTGGACTGCCTTGCGAATGTGCCCACTCTCACAAAGGTGATACTGAGCATGCGGATGCAG

KRR AR AR

CATGAGGACACCAAGGCGAACGGCGTCGCTGCCCTGCGCAAGACTGGTGCCGAGATCATC
CATGAGGACACCAAGGCGAACGGCGTCGCTGCCC TGCGCAAGAC TGGTGCCGAGATCATC

T

TTCGCGGCGGCCAGCAACCACCACGGACAAGGTGGTTCTGCCCACTATATGACGCCGACG
TTCGCGGSGGCCAGCAACCACCACGGACAAGGTGGTTCTGCCCACTATATGACGCCGACG

X ARKEK e

AGCCGCTTCGCCCCATCGATCCCCACCACCAGTCCGAACACTGCAGCGGAGGCACACGCC
AGCCGCTTCGCCCCATCGATCCCCACCACCAGTCCGAACACTGCAGCGGAGGCACACGCC

TTTCCGTAA- === === === e e e e e e e e e e e
TTTCCGTAAAAGCTTGGTACCGGATCCGAATTCGTCGACGATATCTCTAGACTCGAGKAT

AR AR AR
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D

WD-MYC- CLONE 1

FORWARD

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

LinfWD-myc-C1-F
LinfWD-referéncia

TKKKTTTTTCAGCTCWCGCACATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGAGCAAGT

FORARR AR

ACGTGGCCCCCACTGGCAAGGTAGCGCCAGCAGCCCCCGCTGCGGACAACGGTGTTGCTG
ACGTGGCCCCCACTGGCAAGGTAGCGCCAGCAGCCCCCGCTGCGGACAACGGTGTTGCTG

ATATCACCAAGGTGAAGATCTGCTCTGGACACACGCGCCCAGTATGCCACATTAACTACA
ATATCACCAAGGTGAAGATCTGCTCTGGACACACGCGCCCAGTATGCCACATTAACTACA

GTGAAATCATCGATGGCACCTTCTGGTTTGTGACATCGTGCCACGACGCAAAACCGATGC
GTGAAATCATCGATGGCACCTTCTGGTTTGTGACATCGTGCCACGACGCAAAACCGATGC

TTCGCAATGGCCAGAMCGGTGACTGGGTAGGAACGTTTGAGGGGCACAAGGGCGCTGTGT
TTCGCAATGGCCAGACCGGTGACTGGGTAGGAACGTTTGAGGGGCACAAGGGCGCTGTGT

TCTGCTCCGCCTTCAACTCTGGTGCGACGCGGCTGGTGACGGGTAGCGGCGACTACTCTG
TCTGCTCCGCCTTCAACTCTGGTGCGACGCGGCTGGTGACGGGTAGCGGCGACTACTCTG

CGATGGTCTGGGACGCCTTGACTGGCAAGAAACTTCATGTGTGGAGCCACCCAAAGTACA
CGATGGTCTGGGACGCCTTGACTGGCAAGAAACTTCATGTGTGGAGCCACCCAAAGTACA

TCAAGTCGTGCGACTGGATGGATCAGCGGATTGYYACAGGCTGCTTCGATGGTAACATCC
TCAAGTCGTGCGACTGGATGGATCAGCGGAT TGCCACAGGCTGCTTCGATGGTAACATCC

GCATCTACGACGCTACTCGGTACGATGCTGACCCTCTGTCGTTTGGTAGCCCCGACGCCA
GCATCTACGACGCTACTCGGTACGATGCTGACCCTCTGTCGTTTGGTAGCCCCGACGCCA

TTAACGTCAAGTCGACATACT GGACACAAACACCATGGTGACAGCGTGCGAGAACG
TTAACGTCAAGTCGACATACT TTTTGGACACAAACACCATGGTGACAGCGTGCGAGAACG

TGATCATGAAGTGGGATCTCCGTGACACATCCGGGCCCTACCTGCGCCGTGAGATTCCCG
TGATCATGAAGTGGGATCTCCGTGACACATCCGGGCCCTACCTGCGCCGTGAGATTCCCG

GTCTCAACTTTGTCGAATACACGCACCGCCACTCTATTGTCGCCGCTCATGAGAAGAGCA
GTCTCAACTTTGTCGAATACACGCACCGCCACTCTATTGTCGCCGCTCATGAGAAGAGCA

TCAGCTTCATCGACATCACGTCCTTGGAGGTGAAGAACAGCTTCACCACCTCGGAGGATG
TCAGCTTCATCGACATCACGTCCTTGGAGGTGAAGGACAGCT TCACCACCTCGGAGGATG

TCGAGTGCGCGTCTCTYTCACCAGACGGGCAGCGCGTCGCGGCCGGATCAAAACTGAAGG
TCGAGTGCGCGTCTCTCTCACCAGACGGGCAGCGCGTCGCGGCCGGATCAAAACTGAAGG

CCAAGGAGTTCACGCTGGATG-CGTCGAGGTGGAGTCCA-CCGCG-CCACCACGGACC-G
CCAAGGAGTTCACGCTGGATGGCGTCGAGGTGGAGTCCAACCGCGGCCACCACGGACCCG

EEETES *

TGTTCMM-ATCCGCTGGGCCTCARATG-AAACTCCTACSCCTCCG-CGCTGAGAC - -GCA
TGTTCCACATCCGCTGGGCCTCAGATGGAAACTCCTACGCCTCCGGCGCTGAGGACGGCA

RS xx RO o

TGGTGCGCGTGTGGTCCTCGCM-GAGATCATCGAGAAGTMCGACACGACGCCTTARAAGC
TGGTGCGCGTGTGGCCCTCGCACGAGATCATCGAGAAGTACGACACGGACGCCTAG- - - -

HRARAR * ok

J)

WD-MYC - CLONE 1

REVERSE

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

LinfWD-referéncia
LinfWD-myc-C1-F

ATGAGCAAGTACGTGGCCCCCACTGGC - -AAGGTAGCGCC -AGCAGCCCCCGCTGCGGAC
----------- TSTTGTCCCCMCCTGCCAAAGATARGGCCCAGCAGCCCCT -~ TGCGGAC

R OENEE K OEK AR RX REE EREEXRERR REEERE

AACGGTGTTGCTGATATCACCAAGGTGAAGATCTGCTCTGGACACACGCGCCCAGTATGC
A-CGGTGT-GCTGAW-TCAC--AAGTGAGA- -TYGCTCTG-ACACACGCGCCCAGTATGC

EOREEEER EEEEE  REEE X EENE HAEEKE EXXEXKEXERKRKKR LR

CACATTAACTACAGTGAAATCATCGATGGCACCTTCTGGTTTGTGACATCGTGCCACGAC
-ACATTA-CTACAGTGAA-TCATCGATGGCAC--TCTG- - TTKKGACATCGTGC-ACGAC

xxeEr HEEE XX ERERERKEEE XXXXE

GCAAAACCGATGCTTCGCAATGGCCAGACCGGTGACTGGGTAGGAACGT TTGAGGGGCAC
GCAAA-CCGATGCTTCGCAATGGCCAGACCGGTGACTGGT - -AGAACGT T -GAGGRGCAC

XXX EEXE XXX

AAGGGCGCTGTGTTCTGCTCCGCCTTCAACTCTGGTGCGACGCGGCTGGTGACGGGTAGC
AAGGRCGCTGTGTTCTGCTCCGCCTTCAACTCTGGTGCGACGCGGCTGGTGACGGGTAGC

X

GGCGACTACTCTGCGATGGTCTGGGACGCCTTGACTGGCAAGAAACTTCATGTGTGGAGC
GGCGACTACTCTGCGATGGTCTGGGACGCCTTGACTGGCAAGAAACTTCATGTGTGGAGC

CACCCAAAGTACATCAAGTCGTGCGACTGGATGGATCAGCGGATTGCCACAGGCTGCTTC
CACCCAAAGTACATCAAGTCGTGCGACTGGATGGATCAGCGGATTGCCACAGGCTGCTTC

GATGGTAACATCCGCATCTACGACGCTACTCGGTACGATGCTGACCCTCTGTCGTTTGGT
GATGGTAACATCCGCATCTACGACGCTACTCGGTACGATGCTGACCCTCTGTCGTTTGGT

AGCCCCGACGCCATTAACGTCAAGTCGACATACTTTTTGGACACAAACACCATGGTGACA
AGCCCCGACGCCATTAACGTCAAGTCGACATACTTTTTGGACACAAACACCATGGTGACA

GCGTGCGAGAACGTGATCATGAAGTGGGATCTCCGTGACACATCCGGGCCCTACCTGCGC
GCGTGCGAGAACGTGATCATGAAGTGGGATCTCCGTGACACATCCRRRMMMWACCTGCGC

CGTGAGATTCCCGGTCTCAACTTTGTCGAATACACGCACCGCCACTCTATTGTCGCCGCT
CGTGAGATTCCCGGTCTCAACTTTGTCGAATACACGCACCGCCACTCTATTGTCGCCGCT

CATGAGAAGAGCATCAGCTTCATCGACATCACGTCCTTGGAGGTGAAGGACAGCTTCACC
CATGAGAAGAGCATCAGCTTCATCGACATCACGTCCTTGGAGGTGAAGAACAGCTTCACC

ACCTCGGAGGATGTCGAGTGCGCGTCTCTCTCACCAGACGGGCAGCGCGTCGCGGCCGGA
ACCTCGGAGGATGTCGAGTGCGCGTCTCTCTCACCAGACGGGCAGCGCGTCGCGGCCGGA

TCAAAACTGAAGGCCAAGGAGTTCACGCTGGATGGCGTCGAGGTGGAGTCCAACCGCGGC
TCAAAACTGAAGGCCAAGGAGTTCACGCTGGATGGCGTCGAGGTGGAGTCCAACCGCGGC

CACCACGGACCCGTGTTCCACATCCGCTGGGCCTCAGATGGAAACTCCTACGCCTCCGGC
CACCACGGACCCGTGTTCCACATCCGCTGGGCCTCAGATGGAAACTCCTACGCCTCCGGC

GCTGAGGACGGCATGGTGCGCGTGTGGCCCTCGCACGAGATCATCGAGAAGTACGACACG
GCTGAGGACGGCATGGKGSGCGTGTGGCCCTCGCACGAGATCATCGAGAAGTACGACACG

AACGCCTAGAAGCTTGGTACCGGATCCGAATTCGTCGACGATATCTCTAGACTCGAGKAT

90



K)

RNABP-MYC- CLONE 2

FORWARD

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

LinfRNABP-myc-C4-F
LinfRNABP-referéncia

TMGGTKSAWKCGCCMCATGGAGCAGAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGTCAGGCACGCCC
~ATGTCAGGCACGCCC

ok ko koK

ATGCAGACCCSCTTCGGGTGTTACATCGGCAACATTGACCGCTCCGTCACGATCGATATG
ATGCAGACCCGCTTCGGGTGTTACATCGGCAACATTGACCGCTCCGTCACGATCGATATG

Fok R R KR R SRR R R KR R R R KRR KRR R KRR R

CTGAAGCAGGTGTTCTGCCAGTGCGGCACGATCATCGACTGCTCCCTGAATGGGCGTGAG
CTGAAGCAGGTGTTCTGCCAGTGCGGCACGATCATCGACTGCTCCCTGAATGGGCGTGAG

KRR R KKK SRRSO SRR KR KRR SR KRR K OK R K R KKK KK

GGCGACCCGTACCGCTTTGGGTTTATTGACTTCGCTACGGAGGATGACCGCGCTCGCGCC
GGCGACCCGTACCGCTTTGGGTTTATTGACTTCGCTACGGAGGATGACCGCGCTCGCGCC

B e PP Y

ATGAAGTACAACGGCTTCACCCTCGTCGGCCGCAAGCTGAAGGTCGGCGTGAGCAAGGGC

ATGAAGTACAACGGCTTCACCCTCGTCGGCCGCAAGCTGAAGGTCGGCGTGAGCAAGGGC
ok R K SR K o KR R SR RS K R K SRR R K R R R R KK K R kK

AACGTGAACAAACCTGAAGGTTATGCGACCGGTAACGGCGCCGGCGGTGGCCACTCGCGC
AACGTGAACAAACCTGAAGGTTATGCGACCGGTAACGGCGCCGGCGGTGGCCACTCGCGC

B e e

ATGGGCGGCAACCGCCACTACAACAACGATGGCGGAATGATGATGAGCGTCAACGGTCTC
ATGGGCGGCAACCGCCACTACAACAACGATGGCGGAATGATGATGAGCGTCAACGGTCTC

B

TCGCCGCAGCAGCAGATGGAGGYACKATTGCTCCTCCAGTTCCTTCAGGAGGGCAAGATG
TCGCCGCAGCAGCAGATGGAGGCACGATTGCTCCTCCAGTTCCTTCAGGAGGGCAAGATG
oK K KKK KKK KKK KR KKK KKK KR KK R K K K KRR K K

GACCCGCGGCAGCTCTCACCGGCGCAGCAGCAGCTGCTCATTACCTGTCTCGGTCACGGC
GACCCGCGGCAGCTCTCACCGGCGCAGCAGCAGCTGCTCATTACCTGTCTCGGTCACGGC

B e T PR P

AACAGCGGCAACGCAGTCAACGGGAGCAGCACGAACAGCGACAGTAGTACGCCGGCGTCG

AACAGCGGCAACGCAGTCAACGGGAGCAGCACGAACAGCGACAGTAGTACGCCGGCGTCG
FA AR A AR *%

GCGCAGCAGCTGCAGATGGGAGTAATGGGCAGCAGCGCCATGCAGTCATCGCTGCCGCTG
GCGCAGCAGCTGCAGATGGGAGTAATGGGCAGCAGCGCCATGCAGTCATCGCTGCCGCTG
Fodk kR Ak HREE ARk

CCCACWATGCACAATAGCGGCWATGTGATGGGYGATGCTGCTGCGTTYATGCCAAACCCG
CCCACAATGCACAATAGCGGCAATGTGATGGGCGATGCTGCTGCGTTCATGCCAAACCCG

AR R KRR KRR R R KRR R R R KRR R R Rk R kR R R Rk

AACACTGGCAACGCCGCCCCCGGCGCCGGCGCGCCCATGATGGGTGGWGGTGCCCCCCAG
AACACTGGCAACGCCGCCCCCGGCGCCGGCGCGCCCATGATGGGTGGTGGTGCCCCCCAA

B e

GGAWTTCMCATCAWCATGGGGACCAGCATGATGGACCCGAKGAGTKGCCGTTACTGGATG
GGGATTCACATCAACATGGGGCCCAGCATGATGGACCCGATGAGTGGCGGTTACGGGATG
Rk KEE KRR HRdR Rk EEE KK RRRRE SRRk

ATGCCGCCAYCGCCAGCCGCAGC -GCAGCAGTGAGGTSATATKGCAAATAACGGGCTTGG
ATGCCGCCAC-GCCAGCCGCAGCCGCAGCAGTGGGGTGATATGCCAATAAACGGGCCTGG

FRERRERERE  RRRRRRRRRR R KRR R R RkE KRR Rk RRERKRER kR

CATKGTACCCGCCCAGA-TGTGTTGGTCTGCCTYCTCAGCAGCAGCGAC--GTGCTGATG
CATG-TACCCGCCCAAAATGTGT -GGGCCGCCTCTCAGGCAGCAGCCGCAGGTGCCGATG

Rk RRRRRORRREE K RolRkok Rk K Rk SRR R Rolkk Rkokk

CAAGCGGGC-AACAGCA--YGTACG-CCTAG-CGG--GTKMCGCTYATATTAAGCGACAC
CAAGCGGGCCAACAGCAACCGTACGGCCTAGGCGGCGGTGCAGCGTCGATTAGCGGACCT

FRAAAR KRR KRR KK FkRR kR R KAk Rk B ok *ak

L)

RNABP-MYC - CLONE 2

REVERSE

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

LinfRNABP-referéncia
LinfRNABP-myc-C2-R

GACCGCGCTCGCGCCATGAAGTACAACGGCTTCACCCTCGTCGGCCGCAAGCTGAAGGTC
vvvvv CGCTCGATGCGCATAGTACAACGGCTTCACCCTCGTCGGCCGCAAGCTGAAGGTC
ARKEEK K :

GGCGTGAGCAAGGGCAACGTGAACAAACCTGAAGGTTATGCGACCGGTAACGGCGCCGGC
GGCGTGAGCAAGGGCAACGTGAACAAACCTGAAGGTTATGCGACCGGTAACGGCGCCGGL

GGTGGCCACTCGCGCATGGGCGGCAACCGCCACTACAACAACGATGGCGGAATGATGATG
GGTGGCCACTCGCGCATGGGCGGCAACCGCCACTACAACAACGATGGCGGAATGATGATG

AGCGTCAACGGTCTCTCGCCGCAGCAGCAGATGGAGGCACGATTGCTCCTCCAGTTCCTT
AGCGTCAACGGTCTCTCGCCGCAGCAGCAGATGGAGGCACGATTGCTCCTCCAGTTCCTT

CAGGAGGGCAAGATGGACCCGCGGCAGCTCTCACCGGCGCAGCAGCAGCTGCTCATTACC
CAGGAGGGCAAGATGGACCCGCGGCAGCTCTCACCGGCGCAGCAGCAGCTGCTCATTACC

TGTCTCGGTCACGGCAACAGCGGCAACGCAGTCAACGGGAGCAGCACGAACAGCGACAGT
TGTCTCGGTCACGGCAACAGCGGCAACGCAGTCAACGGGAGCAGCACGAACAGCGACAGT

AGTACGCCGGCGTCGGCGCAGCAGCTGCAGATGGGAGTAATGGGCAGCAGCGCCATGCAG
AGTACGCCGGCGTCGGCGCAGCAGCTGCAGATGGGAGTAATGGGCAGCAGCGCCATGCAG

TCATCGCTGCCGCTGCCCACAATGCACAATAGCGGCAATGTGATGGGCGATGCTGCTGCG
TCATCGCTGCCGCTGCCCACAATGCACAATAGCGGCAATGTGATGGGCGATGCTGCTGCG

TTCATGCCAAACCCGAACACTGGCAACGCCGCCCCCGGCGCCGECGCGCCCATGATGGGT
TTCATGCCAAACCCGAACACTGGCAACGCCGLCCCCGGLGCCGGCGCGCCCATGATGGGT

GGTGGTGCCCCCCAAGGGATTCACATCAACATGGGGCSCAGCATGATGGACCCGATGAGT
GGTGGTGCCCCCCAAGGGATTCACATCAACATGGGGCCCAGCATGATGGACCCGATGAGT

GGCGGTTACGGGAWGATGCCGCCACGCCAGCCGCAGCCGCAGCAGTGGGGTGATAWGCCA

GGCGGTTACGGGATGATGCCGCCACGCCAGCCGCAGCCCCAGCAGTGGGKTGATATGCCA
KAKEK KERE

ATAAACGGGCCTGGCATGTACCCGCCSAAAATGTGTGGGCCGCCTCTCAGGCAGCAGCCG
ATAAACGGGCCTGGCATGTACCCGCCCAAAATGTGTGGGCCGCCTCTCAGGCAGCAGYCG

*%

CAGGTGCCGATGCAAGCGGGCCAACAGCAACCGTACGGCCTAGGCGGCGGTGCAGCGTCG
CAGGTGCYGATGCAAGCGGGCCAACAGCAACCGTACGGCCTAGGCGGCGGTGCAGCGTCG

ATTAGCGGACCTGGTGCGGCGGACCAGAACCGCGGCGGCTTCATAAACCCTCCACCGGCG
ATTAGCGGACCTGGTGCGGCGGACCAGAACCGCGGCGGCTTCATAAACCCTCCACCGGCG

GCGGAAACGCTAAAGCTGCGGGAGAAGSAACGGGAGCAGTWT TTCGAAGTGGTCCGAAAG
GCGGAAACGCTAAAGCTGCGGGAGAAGCAACGGGAGCAGTTTTTCGAAGTGGTCCGAAAG

GACGCGGAGAAGTACGAGCGAAAGCTGCAGGAGAAGAAGGCGCAGTCGACGGCTGGCGGT
GACGCGGAGAAGTACGAGCGAAAGCTGCAGGAGAAGAAGGCGCAKTCGACGGCTGGCGGT

GATGCCGAGCGCAGCGCTGACAGCTCTGCCTCCGACGATGATGAGGACAAAAAGCCGGCG
GATGCCGAGCGCAGCGCTGACAGCTCTGCYTCCGACGATGATGAKGACAAAAAKCCGGCG
EREEAE

AAGAGGTCGAAAAAGGAATCGTCCAAGTAA
AAGAGGWCGAAAAAGGAATSKTCCAAYTAA

FHARKE REAAEKEAKRLR | HEKKE KK
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Anexo 2. Validagdo por sequenciamento dos clones fusionados a tag myc no N-terminal.
As analises correspondem ao alinhamento multiplo das sequéncias obtidas por sequenciamento
Sanger em relagdo as sequéncias de referéncia dos respectivos genes. Para cada clone, sao
apresentados os alinhamentos das leituras forward (A, C, E, G, I, K) e reverse (B, D, F, H, J,
L). (A-B) LinfRepA-myc clone 2; (C-D) LinfMitCar-myc clone 5; (E-F) LinfPoliA-myc clone
2; (G-H) LinfLRR-myc clone 2;; (I-J) LinfWD-myc clone 1; (K-L) LinfRNABP-myc clone 2.
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