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RESUMO

Introducao: L1 (Long interspersed elements class 1) sdo retroelementos genéticos
moveis autbnomos e ativos que se integram e alteram o conteudo do genoma humano.
Apresentam alta atividade em células cerebrais e estdo envolvidos na modulagdo de
expresséo de genes relacionados com o desenvolvimento e plasticidade cerebral. Desta
forma, a instabilidade na atividade de L1 pode ocasionar o surgimento de disturbios do
neurodesenvolvimento (DN), como transtornos do espectro do autismo (ASD), transtorno
bipolar (BPD), sindrome de Rett (RTT) e esquizofrenia (SCZ). Entretanto, ainda ndo esta
claro o modo como a regulagdo de expressao de retroelementos L1 ocorre a nivel
transcricional em individuos portadores destes DN. Objetivo: Avaliar a expressao de
genes que regulam a expressao e atividade de retroelementos do tipo L1 em dados de
transcriptoma oriundos de amostras celulares de individuos com DN. Metodologia: Para
identificar os genes envolvidos na regulagao da atividade e expressao de L1, foi realizada
uma revisao sistematica da literatura (RSL) para criar uma base de genes reguladores
de L1. Em seguida, através de uma extensa busca em bases de dados de transcriptoma
publico, foram obtidos 729 amostras de diferentes tipos celulares cerebrais oriundas de
pacientes com ASD, BPD, RTT e SCZ. Nestas amostras, foi realizada a analise de
expressao de transcritos L1 com a utilizacdo da base de anotagdes de L1 desenvolvida
neste trabalho. Posteriormente, por meio de uma analise de genes diferencialmente
expressos (GDE), foi explorado a presenga e expressao de genes reguladores de L1. Os
GDE foram também submetidos a analise de enriquecimento de vias relacionadas a
processos bioldgicos, utilizando genes pré-classificados com base na variagdo de
expresséo entre amostras controle e de DN. Resultados: Para aprimorar a investigagéo
de elementos genéticos méveis, foi criada uma base de anotagdes de L1s para o genoma
humano, a qual contém uma ampla caracterizacdo de retroelementos L1 completos,
incluindo anotagdes de sequéncia baseadas em identidade e similaridade de cada uma
das partes desta molécula. Esta base foi entdo utilizada para investigar a expresséao de
transcritos L1 em amostras celulares de DN. Em todas as amostras, incluindo controles
e afetados, transcritos L1 apresentaram alta expressao. Posteriormente, com a utilizagao
da base de reguladores L1, composta por 158 genes, foram observados diversos
reguladores com alteragédo significativa de expressédo entre as amostras de DN em
relagao aos respectivos controles. A alteracédo de expressao de L1, detectada em células
cerebrais, sugere a ocorréncia de uma alteragdo na atividade de retrotransposigcéao
nestas ceélulas. Ainda, para cada tipo celular e DN, foram identificados diversos
processos biologicos nos quais os genes reguladores atuam, onde incluem-se vias
associadas com processos de reparo de DNA, sinalizagcdo de interferon alfa/beta,
senescéncia celular, biogénese de piRNAs e mitofagia. Também foi hipotetizado que o
gene AMBRA1 pode atuar como um novo regulador da expresséao e atividade de L1 em
células cerebrais humanas. Este gene esta associado com o desenvolvimento do
sistema nervoso central, neurogénese e também esta relacionado com condigcbes
patolégicas cerebrais. Conclusao: Este trabalho permitiu a construgdo de novas
ferramentas para o estudo de retroelementos do tipo L1 por meio da base de anotagdes
L1 e também da base de genes reguladores L1. Também, por meio da utilizagao destas
ferramentas, foi demonstrado que a expressao de retroelementos L1 e seus respectivos



reguladores encontram-se alterados em células cerebrais de individuos com DN. Outra
contribuigao significativa deste trabalho foi a identificacdo do gene AMBRA1, que pela
primeira vez, é descrito como um potencial regulador da atividade de L1. Por fim, os
resultados obtidos servirdo como base para outras pesquisas, de forma a expandir ainda
mais o conhecimento sobre a regulagdo de L1s e desvendar as interagdes e correlagbes
funcionais entre a biologia de L1s e de DN.

Palavras-chave: L1, retroelementos, disturbios do neurodesenvolvimento, transcriptoma
humano, expresséo génica, AMBRA1, autofagia.



ABSTRACT

Introduction: L1 (Long interspersed elements class 1) are active mobile genetic
retroelements that integrate and alter the content of the human genome. They have high
activity in brain cells and are involved in modulating the expression of genes related to
brain development and plasticity. Thus, instability in L1 activity can cause
neurodevelopmental disorders (DN), such as autism spectrum disorders (ASD), bipolar
disorder (BPD), Rett syndrome (RTT) and schizophrenia (SCZ). However, it is still unclear
how the regulation of expression of L1 retroelements occurs at the transcriptional level in
individuals with these DN. Objective: To evaluate the expression of genes that regulate
the expression and activity of L1 retroelements in transcriptome data from cell samples
of individuals with DN. Methods: To identify the genes involved in the regulation of L1
activity and expression, a systematic literature review (RSL) was performed to create an
atlas of L1 regulatory genes. Then, through an extensive search in public transcriptome
databases, 729 samples of different brain cell types were obtained from patients with
ASD, BPD, RTT and SCZ. In these samples, the expression analysis of L1 transcripts
was performed using the L1 annotation base developed in this work. Subsequently,
through an analysis of differentially expressed genes (DEG), the presence and
expression of L1 regulatory genes were explored. The DEGs were also submitted to
pathways enrichment analysis related to biological processes, using pre-classified genes
based on the variation of expression between control and DN samples. Results: To
improve the investigation of mobile genetic elements, an atlas of L1 annotations for the
human genome was created, which contains a wide characterization of complete L1
retroelements, including sequence annotations based on the identity and similarity of
each part of this molecule. This atlas was then used to investigate the expression of L1
transcripts in DN cell samples. In all samples, including controls and affected, L1
transcripts showed high expression. Subsequently, with the use of the L1 regulatory base,
composed of 158 genes, several regulators were observed with significant alteration of
expression between the DN samples in relation to the respective controls. The alteration
of L1 expression detected in brain cells, suggests the occurrence of high
retrotransposition activity in these cells. Still, for each cell type and DN, several biological
processes were identified in which the regulatory genes act, including pathways
associated with DNA repair processes, alpha/beta interferon signaling, cell senescence,
piRNA biogenesis and mitophagy. It has also been hypothesized that the AMBRA1 gene
may act as a new regulator of L1 expression and activity in human brain cells. This gene
is associated with the development of the central nervous system, neurogenesis and is
also related to pathological brain conditions. Conclusion: This work allowed the
construction of new tools for the study of L1 type retroelements using the L1 annotation
atlas and the L1 regulatory gene base. Also, using these tools, it was demonstrated that
the expression of L1 retroelements and their respective regulators are altered in brain
cells of individuals with DN. Another significant contribution of this work was the
identification of the AMBRA1 gene, which, for the first time, is described as a potential
regulator of L1 activity. Finally, the results obtained will serve as a basis for further



research, to expand knowledge about the regulation of L1s and to unravel the interactions
and functional correlations between the biology of L1s and DN.

Keywords: L1, retroelements, neurodevelopmental disorders, human transcriptome,
gene expression, AMBRA1, autophagy.
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1 INTRODUGCAO

Elementos transponiveis (TEs) sdo sequéncias repetitivas no DNA (&cido
desoxiribonucleico), capazes de modificar o tamanho do genoma de eucariotos, desde
plantas, microorganismos e até mamiferos (BECK et al., 2010; KAZAZIAN, 2000;
LANDER et al., 2001). Compbem cerca de 45% a 60% do genoma humano, e algumas
sequéncias mantém a habilidade de se mobilizar através deste (DE KONING et al., 2011;
LANDER et al., 2001).

TEs possuem diferentes estruturas e formas de mobilizacdo (GOODIER,;
KAZAZIAN, 2008). DNA transposons (classe Il) utilizam o mecanismo de “cortar e colar”,
sendo sua sequéncia retirada do genoma e inserida em uma nova localizagao, utilizando
para isso a atividade da enzima transposase (MUNOZ-LOPEZ; GARCIA-PEREZ, 2010).
Em humanos, DNA transposons constituem cerca de 3% do genoma e ndo sao mais
ativos (LANDER et al.,, 2001). Embora ndo seja reportada a atividade de DNA
transposons na maioria dos mamiferos (RICHARDSON et al., 2015), morcegos contém
DNA transposons ativos em seus genomas, sugerindo que sua atividade continua a gerar
diversidade genética em seu genoma (RAY et al., 2008). De maneira contrastante, os
RNA transposons (classe 1), também chamados de retrotransposons (ou
retroelementos), sdo altamente ativos no genoma de mamiferos, sendo a classe mais
abundante no genoma dos organismos eucaridticos (HAVECKER; GAO; VOYTAS,
2004). Utilizam o mecanismo “copiar e colar”, e sdo capazes de se auto copiar e se
reintegrar em outro local no genoma através de transcrigao reversa (GILBERT; MORAN,
2002).

Segundo sua organizagao estrutural, os retroelementos podem ser classificados
em dois grupos, os que possuem repeticdes terminais longas (do inglés, Long Terminal
Repeat - LTR) e os que néo possuem LTR (non-LTR). O grupo de non-LTR é subdividido
ainda com base na capacidade de elementos se mobilizarem independentemente
(autbnomos) ou apenas com a maquinaria codificada por outro retroelemento (nao-
autdbnomo). O elemento nuclear intercalado longo do tipo 1 (do inglés, Long Interspersed
Nuclear Element 1 - LINE-1 ou L1) é o unico retroelemento non-LTR autbnomo em
humanos e compde aproximadamente 21 % do genoma nuclear destes (LANDER et al.,
2001). Além de promover sua propria mobilizagédo, L1s, através da sua maquinaria,
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mobilizam elementos nucleares intercalados curtos (do inglés, Short Interspersed
Nuclear Element - SINE) como elementos Alu, SVA (SINE-VNTR-Alu) e mRNAs (RNA
mensageiro), resultando em pseudogenes processados (DEWANNIEUX; ESNAULT;
HEIDMANN, 2003; ESNAULT; MAESTRE; HEIDMANN, 2000; RAIZ et al., 2012).

1.1 O retroelemento L1

Retroelementos L1 possuem tamanho aproximado de 6000 nucleotideos (nt) e
contém uma regido 5'UTR (regidao nao traduzida 5') que possui um promotor RNA-
polimerase Il na orientagdo senso (SWERGOLD, 1990), dois quadros abertos de leitura
(do inglés, Open Reading Frame - ORF) ndo sobrepostos denominados ORF1 e ORF2
(DOMBROSKI et al., 1991), e uma regidao 3' UTR terminando com uma cauda poli-A
(Figura 1). ORF1 codifica uma proteina de aproximadamente 40 kDa (ORF1p) (MATHIAS
et al., 1991) que apresenta atividades de ligagao ao RNA e chaperona (MARTIN, 2006).
Possui ainda, uma regidao C-terminal, um motivo de ligagdo ao RNA e um dominio N-
terminal (OSTERTAG; KAZAZIAN, 2001a). A ORF2 codifica para uma proteina de 150
kDa (ORF2p) com trés dominios conservados: um dominio N-terminal endonuclease
(EN); dominio de transcriptase reversa (do inglés, Reverse Trancriptase - RT); e um
dominio C-terminal (DOUCET et al., 2010). O retroelemento ainda apresenta uma regiao
promotora na orientagédo antisenso da regidao 5'UTR do L1 (SPEEK, 2001), onde também
situa-se uma ORF encontrada somente em primatas e denominada ORFO, cuja funcao
ainda nao é conhecida (DENLI et al., 2015).

Embora existam muitas lacunas no entendimento do mecanismo utilizado para
mobilizagdo de L1s através do genoma (retrotransposigao), sabe-se que a atividade do
L1 se inicia com a ativagdo de seu promotor interno contido na regido S’UTR. Com isto,
o mRNA L1 é transcrito e exportado do nucleo para o citoplasma onde suas proprias
proteinas, ORF1p e ORF2p ligam-se in cis ao L1 exportado. Isto resulta na formagao de
complexos compostos por proteinas ligadas ao acido ribonucleico ou
ribonucleoproteinas (RNP) (DOUCET et al., 2010; LEIBOLD et al., 1990), os quais
podem se localizar no citoplasma juntamente com granulos de stress (do inglés, Stress
Granules - SGs) (DOUCET et al., 2010; GOODIER et al., 2007) ou reentrar no nucleo.
Quando o complexo RNP retorna ao nucleo, a endonuclease codificada pelo L1 corta
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uma das fitas do DNA gendmico expondo um grupo 3' hidroxila, o qual é utilizado como
um iniciador da transcrigao reversa através da transcriptase codificada pelo L1 (do inglés,
Target Site Primed Reverse Transcription - TPRT) (MATHIAS et al., 1991). A insercao
do L1 tipicamente apresenta cauda poli(A), ocorre em regides gendmicas com padroes
de nucleotideos (motivos) ricos em timidina (como a sequéncia 5’-TTAAAA-3’), (JURKA,
1997) e pode apresentar duplicagdes em local alvo (do inglés, Target-Site Duplication -
TSD), que possuem entre 7 a 20 nt (LEVIN; MORAN, 2011) (Figura 1).

Aproximadamente 40% das inser¢des de L1 no genoma nuclear sao insergoes
idénticas a sequéncia do L1 que a originou (GILBERT et al., 2005), sendo a regiao 5'UTR
a regiao que apresenta a maior variagéo de sequéncia em novas insergbes (MYERS et
al., 2002).

Citoplasma
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Figura 1: Biogénese de L1.

Os retroelementos L1 completos, consistem em uma regido 5'UTR com fung¢éo promotora, dois ORFs (do
inglés, Open Reading Frame) denominados ORF1 e ORF2, um ORFO na orientag&o antisenso com fungéo
nao reportada, e uma regido 3'UTR terminando com uma cauda poli(A). As posi¢gdes aproximadas de
iniciacdo da transcricdo na orientacdo senso e a iniciagdo da transcrigdo na orientacdo antisenso sao
indicadas com setas na parte superior e inferior da regido 5' UTR, respectivamente. A polimerase |l
transcreve o elemento em RNA, que é transportado para o ribossomo para produzir as proteinas ORF1p
e ORF2p. Estas proteinas ligam-se ao transcrito L1 com preferéncia cis, formando o complexo de
ribonucleoproteinas (RNP). Este complexo pode reentrar no nucleo da célula, provavelmente quando o
envelope nuclear é quebrado durante a divisdo celular. A endonuclease codificada pela ORF2, faz um
corte em uma regido rica em timidina e comega a transcrever reversamente o transcrito L1, processo
denominado TPRT (do inglés, Target Site Primed Reverse Transcription). Inser¢des de L1 podem
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apresentar duplicagdes em local alvo (do inglés, Target-Site Duplication - TSD), que possuem entre 7 a 20
nt. Se a transcricdo reversa é ineficiente, pode gerar um retroelemento incompleto. Se a transcrigao
reversa for eficiente e o elemento recém-inserido contém todas as caracteristicas funcionais, este novo
retroelemento L1 sera capaz de realizar a retrotransposicao.

Fonte: o autor.

Devido a insergbes de retroelementos L1 possuindo regides incompletas ou
contendo inversdes, dele¢gdes ou mutagdes pontuais em sua sequéncia, somente entre
80 a 100 copias em média sao capazes de realizar a retrotransposicao em cada individuo
humano (BECK et al., 2010; LUTZ et al., 2003; OSTERTAG; KAZAZIAN, 2001b). Estes
retroelementos ativos formam um subgrupo de elementos chamados “Ta” e sao
pertencentes a subfamilia mais recente dos retroelementos L1 que é referida como
L1PA1 ou L1HS, especifica de Homo sapiens (BOISSINOT; CHEVRET; FURANO,
2000; SASSAMAN et al., 1997).

A vasta maioria das insergcdes de retroelementos L1 s&o encontradas em
homozigose nos seres humanos (TANG et al., 2017), e representam inser¢des ancestrais
que se iniciaram a pelo menos 170 milhdes de anos (KHAN; SMIT; BOISSINOT, 2005).
Para o mapeamento de loci no genoma humano onde L1s estdo inseridos, é necessaria
uma anotacido que permita classifica-los através das subfamilias a que cada elemento

pertence.

1.1.1 Anotacgao de retroelementos L1 no genoma humano

Anotagdes decorrentes de insergdes de L1 sdo comumente realizadas utilizando-
se a ferramenta RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2018). Para isto, ela emprega
sequéncias de L1 disponiveis em bibliotecas como RepBase (BAO; KOJIMA; KOHANY,
2015) e Dfam (WHEELER et al., 2013). Para o genoma humano, as anotagdes
reportadas pelo RepeatMasker compreendem dezoito subfamilias L1, sendo a L1HS
correspondente as inser¢cdes mais recentes ocorridas no genoma nuclear, e a L1PA17
correspondente as inser¢des mais antigas (Figura 2A). Quando compara-se as
contagens de insergbes da subfamilia mais recente L1HS, com as insergcbes de
subfamilias mais antigas como L1PAS ou L1PA16, observa-se que a maior parte das
insergdes de L1 ocorridas no genoma humano advém destas subfamilias mais antigas
(Figura 2A). Ao analisar a subfamilia L1HS, pode-se notar que aproximadamente 81%

das insergbes no genoma correspondem a retroelementos incompletos, sendo que



20

apenas 304 retroelementos correspondem ao comprimento meédio aproximado de 6000
nt esperado para um L1HS (Figura 2B).
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Figura 2: Anotagao de subfamilias de retroelementos L1 fornecidos pela ferramenta RepeatMasker.
A. Numero de copias de inser¢gdes de retroelementos L1 por subfamilia. As subfamilias L1 s&o
representadas em ordem cronolégica de insergdes, sendo os retroelementos L1HS contendo as insergdes
mais recentes e os retroelementos L1PA17 as inser¢gdes mais antigas. B. Distribuicdo de retroelementos
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da subfamilia L1HS por intervalos de comprimento em nucleotideos (nt) da sequéncia anotada como L1.
C. Sequéncia de 31 nt relatada por RepeatMasker e atribuida como membro da subfamilia L1HS. A
sequéncia esta no locus chr7: 58272564-58272594 (hg38) e pertence a uma ORF1, posi¢do 1073 de um
retroelemento L1HS.

Fonte: o autor.

As anotagbes reportadas pelo RepeatMasker fornecem um conjunto amplo da
localizagdo de retroelementos L1 no genoma humano. Porém, algumas limitagbes
podem ser observadas, como anotagdes de /loci gendbmicos com sequéncias menores
que 100 nt reportadas como L1HS. Em um dos casos, ha uma regido gendmica
extremamente curta e repetitiva no genoma, de 31 nt de comprimento, que € anotada
como um elemento L1HS (Figura 2C). Essas pequenas sequéncias anotadas podem
levar a erros de interpretacdo ao se analisar a expressao das ORFs presentes em L1,
uma vez que apenas alguns retroelementos especificos, com aproximadamente 6000 nt
de comprimento, sdo capazes de se transcrever e se expressar como uma molécula de
RNA com potencial relevancia bioldgica (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2018). Detalhes sobre
as regides L1 (5’UTR, ORF1, intron, ORF2, 3’'UTR) e também de L1s completos (contém
todas as regides de uma L1), ndo sao fornecidos por meio das anotagdes do
RepeatMasker. Para o genoma humano, outra limitagcdo que pode-se ressaltar, sdo
anotagdes de L1s que existem apenas para o genoma de referéncia, porém nenhum
dado relacionado com um genoma diploide individual. O problema disso € o fato de que
o genoma de referéncia humano é representado como uma sequéncia consenso
hapldide, sendo originado a partir da sequéncia do genoma de multiplos individuos
(SCHNEIDER et al., 2017) o que nao permite uma avaliagdo de insergbes de L1 a nivel
alélico. Assim, a disponibilidade de recursos que melhor caracterizam e anotam
elementos L1 com informacdes detalhadas, incluindo anotagcbes de sequéncias
baseadas em similaridade, podem aprimorar estudos in silico, in vitro e in vivo que
busquem compreender o papel dos retroelementos L1 no genoma humano, e seus

impactos na determinagao de fenotipos moleculares e celulares.

1.2  Atividade de L1 no cérebro

O progresso constante das técnicas de bioinformatica bem como no
sequenciamento de DNA e analise genética, tornou possivel identificar variantes
genéticas que geram genotipos distintos entre células cerebrais humanas. Essas
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variantes incluem polimorfismos de um unico nucleotideo, variagbes no numero de
copias (CNVs) e insergdes de retroelementos (BAILLIE et al., 2011; ERWIN et al., 2016;
EVRONY et al.,, 2012; MCCONNELL et al.,, 2013; UPTON et al., 2015), as quais
contribuem para a formagdo do mosaicismo de células cerebrais. O mosaicismo é
definido como a existéncia de duas ou mais células com gendtipos diferentes em um
individuo (HAZEN et al., 2016; MACIA et al., 2017; RICHARDSON et al., 2017).

Varios estudos mostram que os retroelementos contribuem para a variagao
individual em genomas de células cerebrais, promovendo assim sua diversidade e
heterogeneidade. Desta forma, a manutenc&o da atividade destes retroelementos pode
ser essencial para uma funcéo cerebral saudavel, enquanto que falhas em sua regulagéo
podem desempenhar um papel no desenvolvimento de doengas neurologicas (ERWIN;
MARCHETTO; GAGE, 2014; SINGER et al., 2010).

1.2.1 Retrotransposi¢ao em disturbios do neurodesenvolvimento

Retroelementos podem ser ativados por um ambiente celular anormal e, assim,
gerar insergdes somaticas com o potencial de influenciar o desenvolvimento de doencgas
como os disturbios do neurodesenvolvimento (DN).

Os DN sao condigdes caracterizadas por prejuizos na cogni¢gdo, comunicagao,
comportamento e/ou habilidades motoras resultantes do desenvolvimento cerebral
anormal (MULLIN et al., 2013). Deficiéncia intelectual, disturbios da comunicacao,
transtornos do espectro do autismo (do inglés, Autism Spectrum Disorder - ASD),
transtorno do déficit de atengdo com hiperatividade (TDAH), sindrome de Rett (RTT),
esquizofrenia (do inglés, Schizophrenia - SCZ) e transtorno bipolar (do inglés, Bipolar
Disorder - BPD), se enquadram no grupo de DN (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013; MARANGONI; DE CHIARA; FAEDDA, 2015; NEUL; ZOGHBI,
2004; RAPOPORT; GIEDD; GOGTAY, 2012).

Uma relevante associagao entre L1 e DN é observada na sindrome de Rett. A
RTT é um DN causado por mutagdées no gene MECP2 (Methyl-CpG Binding Protein 2)
(AMIR et al., 1999) e tem como principais atributos autismo, perda da fala, tor¢gdo das
maos, ansiedade e eventual deterioragéo da capacidade motora. O gene MECPZ2 regula
globalmente os niveis de metilagdo do DNA e reprime a transcrigao e retrotransposigao



23

de L1 (MUOTRI et al., 2010; YU, 2001). Ja foi observado que células neuroepiteliais de
camundongos knockout (KO) para o gene MECP2 expressam até 4 vezes mais
transcritos L1 e também exibem um aumento de até 3,5 vezes no numero de novas
insergbes comparadas a amostras de camundongos controle (MUOTRI et al., 2010).
Além disso, também ja foi demonstrado que em células precursoras neuronais (do inglés,
Neural Precursor Cells — NPC) diferenciadas a partir de fibroblastos de pacientes com
RTT ha um aumento de até 2,5 vezes na quantidade de eventos de retrotransposicao
em comparagao com células controle oriundas de pessoas com desenvolvimento tipico
(DT) (MUOTRI et al., 2010). Em outro trabalho, também foi observado que neurdnios
provenientes de amostras post mortem de cérebros de pacientes com RTT apresentaram
maior numero de inser¢des de L1 no DNA gendmico em comparagdo com amostras de
pacientes controle DT. Tais dados permitiram hipotetizar que neurbnios da RTT
provavelmente foram submetidos a uma maior quantidade de eventos de
retrotransposigao (ZHAO et al., 2019).

Retroelementos L1, de uma forma geral, tém influéncia em genes que sao fatores
de risco dentro do ASD (JACOB-HIRSCH et al., 2018; WILLIAMS et al., 2013). ASD
representa um grupo heterogéneo de doengas que compartiham um conjunto de
caracteristicas comuns, onde incluem-se déficits na comunicacdo social e
desenvolvimento da linguagem que sao acompanhadas por interesses altamente
restritos, comportamentos estereotipados ou ambos (VOLKMAR; STATE; KLIN, 2009).
Ja foi observado que em tecidos da regido do cerebelo de pacientes com ASD ha
aumento de estresse oxidativo, desregulacao epigenética (JAMES et al., 2013) e também
expressao elevada dos transcritos ORF1 e ORF2 de L1 comparada a controles de DT
(SHPYLEVA et al., 2018). Também foi observado que a ligagéo da proteina MECP2 na
regiao 5’'UTR de L1 foi significativamente menor no cerebelo de pacientes diagnosticados
com ASD, contribuindo para o aumento da expressao de L1s (SHPYLEVA et al., 2018).

Existem ainda evidéncias de que a redu¢ao da metilacdo de L1 esta associada ao
desenvolvimento de diferentes patologias (BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). Em um
estudo envolvendo amostras de sangue periférico de 92 pacientes com SCZ e 99
pacientes com BPD, foi demonstrado que os niveis de metilagdo em trés locais da regiao
5'UTR de L1s é menor quando comparado aos respectivos controles, sugerindo a
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possibilidade de uma maior atividade de L1s nestes disturbios (LI et al., 2018). Neste
sentido, um estudo complementar revelou um aumento significativo na expressédo da
ORF2 de L1 em neurdnios isolados do cortex pré-frontal de pacientes com SCZ quando
comparados com os respectivos neurdnios controle (BUNDO et al., 2014). Esse mesmo
resultado foi replicado em cultura de neurbnios de pacientes afetados pela delegéo
22911, uma alteragdo cromossémica encontrada em pacientes com SCZ (BASSETT et
al., 2003). Por fim, foi observado um aumento consistente no numero de cépias de L1 no
tecido de cortex pré-frontal de amostras de SCZ para humanos e camundongos (BUNDO
et al., 2014).

1.3 Regulacgao de retroelementos L1

A retrotransposicédo pode ocorrer em células de linhagem germinativa, durante a
embriogénese, bem como durante o desenvolvimento do sistema nervoso, e pode
envolver células-tronco neurais (do inglés, neural stem cells - NSC), NPC e neurbnios
pos-mitoticos (KUBO et al., 2006; MACIA et al., 2017; MUOTRI et al., 2005). Dependendo
do estagio de desenvolvimento e tipo celular, a insergdo de um retroelemento L1 pode
ser expandido as células descendentes dela, podendo ocasionar efeitos potencialmente
significativos na fisiologia cerebral (CRICHTON et al., 2014). Assim, mecanismos que
restringem a expressao e a atividade de L1s sdo particularmente importantes tanto em
células germinativas quanto em células adultas.

Esses mecanismos de regulagao da expresséo e atividade de L1s sdao mantidos
através da atuagao de 158 genes reguladores de L1 conhecidos e catalogados por este
trabalho (Apéndice A). Estas genes atuam na regulagao de L1 a nivel pré-transcricional
e pos-transcricional (Figura 3). A nivel pré-transcricional, as modificagdes das histonas e
a metilagcdo do DNA, por exemplo, desempenham papéis importantes na regulagéo
destes retroelementos (CUELLAR et al., 2017; GARCIA-PEREZ; WIDMANN; ADAMS,
2016; KARIMI et al., 2011). A repressao de L1 por metilagdo é promovida pela proteina
com atividade de histona deacetilase e expressa em neurénios, SIRT6 (Sirtuin 6) (VAN
METER et al., 2014). Outras proteinas, presentes neste nivel de regulagao e que atuam
reprimindo a transcrigéo de L1, sdo as metiltransferases DNMT1 (DNA Methyltransferase
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1), DNMT3A (DNA Methyltransferase 3 Alpha), DNMT3 (DNA Methyltransferase 3 Beta)
(LIANG et al., 2002) e a proteina de ligagao a grupos metis, MECP2.

Proteinas associadas a cromatina também sao responsaveis pela regulagéo de
retroelementos L1. A proteina CHAF1(Chromatin assembly factor 1) é uma chaperona
capaz de reunir histonas H3 e H4 em DNA recém-sintetizado, tanto durante a fase de
replicagéo quanto na fase de reparo do DNA (CLEMOT et al., 2018). Estudos mostraram
que embrides de camundongos sdo protegidos da atividade de retroelementos por
modificagdes repressivas de histonas mediadas por CHAF1 (HATANAKA et al., 2015).
Também foi observado em células-tronco embrionarias de camundongos, que o acumulo
da marca de histona repressiva H3K9meg3, mediado pelas metiltransferases SUV39H1 e
SUV39H2, leva a represséo transcricional de L1 (BULUT-KARSLIOGLU et al., 2014).

Também a nivel pré-transcricional, a clivagem mediada pela EN produzida pelo
L1 no DNA alvo da insergao, pode ocasionar a quebra da fita dupla (DSB) e a ativagao
de vias de sinalizagdo de DSB e vias de reparo por recombinagao nao-homoéloga (NHEJ).
Células humanas Hela, com niveis reduzidos da proteina ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated), uma quinase ativada apés a DSB, atenuaram a atividade de L1 (GASIOR et
al., 2006; WALLACE et al., 2013). Além disso, também foi reportado que em linhagens
celulares DT40 (Gallus gallus) com knockout para genes pertencentes a via NHEJ, como
DCLRE1C (DNA Cross-Link Repair 1C), LIG4 (DNA Ligase 4) e XRCC6 (X-Ray Repair
Cross Complementing 6), foi observado uma diminuigédo na atividade de L1 transfectados
de humanos, associando esta via a regulagéo de L1s (SUZUKI et al., 2009).

A nivel pés-transcricional ha diferentes fatores, como os envolvidos na biogénese
de moléculas de microRNA (miRNA), que atuam diretamente na regulacao da atividade
de retroelementos L1 (GOODIER et al., 2012; ZHANG et al., 2014; ZHAO et al., 2013).
Desta forma, o complexo microprocessador (Drosha / DGCRS8), um importante complexo
nuclear implicado na biogénese de miRNAs, é capaz de ligar-se in vivo ao transcrito de
L1 reduzindo sua expresséao e limitando a atividade destes retrotransposons (HERAS et
al.,, 2013, 2014). miRNAs também estdo envolvidos diretamente com a regulagdo de
retroelementos (ROBERTS; CARDIN; BORCHERT, 2014), como o mir-128 que liga-se
ao transcrito de L1, reprimindo assim sua integragdo em células HelLA e iPSC
(HAMDOREF et al., 2015)
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Outros tipos de genes que também participam da regulagdo da expresséo e
atividade de L1 s&o aquelas envolvidas na restricao de atividade viral. Neste contexto, a
resposta imune inata € uma das primeiras linhas de defesa contra uma ampla gama de
infecgdes virais. Ela envolve fatores celulares com atividades antivirais, entre os quais a
via de resposta ao interferon (IFN) desempenha um papel central (IVASHKIV; DONLIN,
2014; MACMICKING, 2012). Essa via leva a ativagdo de genes estimulados por IFN
(ISG), atuando como efetores e reforcando a propria sinalizagao de IFN. Varios I1SGs,
como MOV10 (Mov10 RISC Complex RNA Helicase), ZAP (Zinc Finger CCCH-Type
Containing, Antiviral 1) ou RNASEL (Ribonuclease L), limitam a replicacdo de L1
restringindo o acumulo de transcritos L1. O aumento de expressao da proteina MOV 10
reduz os niveis de transcritos L1 a nivel pds-transcricional, enquanto que sua inibigao
aumenta os niveis de transcritos de L1 reduzindo também sua atividade (LI et al., 2013).
Em cultura celular de células HeLa e 293T, foi observado que a proteina MOV10 se co-
localiza com a ORF1p de L1 em granulos citoplasmaticos, e liga-se ao transcrito L1
(ARJAN-ODEDRA et al., 2012; GOODIER et al., 2012). Assim como a proteina MOV10,
a proteina ZAP é um membro da familia de proteinas poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP), que também se co-localiza com a ORF1p e liga-se ao transcrito L1 em
granulos de estresse, reduzindo a atividade deste retroelemento (MOLDOVAN;
MORAN, 2015)(GOODIER et al., 2015). Outro gene induzido por interferon, a RNASEL,
é traduzido para uma endoribonuclease que liga e cliva regides de fita simples de RNAs
virais e celulares, e apds ativagao prolongada, induz autofagia e apoptose e a morte de
células que contém virus (CASTELLI et al., 1998; SILVERMAN et al., 1983). Ele restringe
a atividade de L1 em células humanas cultivadas e causa perda do transcrito de L1
(ZHANG et al., 2014).

Também a nivel pds-transcricional, as vias de autofagia, embora pouco
exploradas dentro da regulagdo de L1, vem a apresentar um papel importante na
remocao de transcritos L1 e regulagao de sua atividade. A macroautofagia (ou autofagia)
€ um processo catabdlico pelo qual as células submetem os componentes citosoélicos a
degradacido e reciclagem nos lisossomos, muitas vezes em resposta ao estresse
metabdlico ou a privagéo de nutrientes (BENTO et al., 2016). Tais compostos citosdlicos
incluem agregados de proteinas, mitocondrias danificadas, peroxissomos
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desnecessarios, excesso de ribossomos, reticulo endoplasmatico e endossomos, corpos
lipidicos, patégenos intracelulares (SHAID et al., 2013; ZAFFAGNINI; MARTENS, 2016)
e também transcritos provenientes de retroelementos (GUO et al., 2014).

A ligacao entre o sistema de autofagia e a degradagao de retroelementos L1 &
exposto no trabalho de Guo e colegas (GUO et al., 2014). Foi demonstrado que a
autofagia pode direcionar especificamente o transcrito de L1 para a degradagéo,
prevenindo assim a reinser¢ao destes no genoma (GUO et al., 2014). Por meio de
abordagens bioquimicas e baseadas em microscopia utilizando células HelLa e 293T, o
trabalho demonstrou que elementos L1 e também elementos Alus co-localizam-se e co-
purificam-se com autofagossomos, levando a sua subsequente degradagdo. Ainda, a
degradacgao por autofagia de transcritos provenientes de L1s e Alus pode restringir o
grau de insergdo gendmica destes. Além disso, foi demonstrado que o transcrito L1 se
co-localiza com corpos de processamento (P-Body) e granulos de estresse (SG) e, em
concordancia com descobertas recentes de leveduras, vermes e mamiferos (BUCHAN
et al., 2013; ZHANG et al., 2009; ZHAO; TIAN; ZHANG, 2009), esses granulos de RNA
citoplasmatico sao direcionados para degradagdo autofagica pelos receptores de
autofagia CALCOCO2 (Calcium Binding And Coiled-Coil Domain 2) e SQSTM1
(Sequestosome 1), respectivamente. Por fim, em tecidos de ovarios, cortex pré-frontal e
tecido muscular de camundongos heterozigotos para o gene Becn1*"-(Beclin 1), um gene
necessario para a biogénese de autofagossomos, foram observados niveis aumentados
de transcritos L1 bem como um significativo acumulo de inser¢gdes genémicas (GUO et
al., 2014).
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Figura 3: Genes reguladores de L1.

A regulacao da expressao/atividade de L1 ocorre através da atuagédo de 158 genes (descritas até o momento) a nivel pré-transcricional ou pos-
transcricional. Estes genes (representados por elipses), regulam a expressao/atividade de L1 de forma positiva (cor verde), negativa (cor laranja)

ou ambas (cor lilas). A descricdo de cada gene é explorada no Apéndice A.
Fonte: o autor.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora anotagdes para retroelementos L1 atualmente disponiveis fornegam um
conjunto amplo de insergbes L1 no genoma humano, sdo observadas limitagdes, como
a falta de informacgé&o sobre regides individuais de L1 e anotagdes de elementos L1 que
possuem todas as suas regides (L1 completo). Neste sentido, este trabalho vem a
apresentar uma base de anotagdes de retroelementos L1 para o genoma de referéncia
humano e genomas individuais diploides de um Caucasiano e um Asiatico, contendo

informagdes sobre regides L1 além de elementos L1 completos.

Também, sabe-se que a atividade de L1 no cérebro pode ocorrer em diversos
tipos celulares, incluindo NPC e neurdnios pés-mitéticos. O estresse ambiental, bem
como a alterag&o da expressao de moléculas reguladoras de L1, podem resultar em altos
niveis de atividade de L1 e levar ao desenvolvimento de DN. Isto direciona a investigagao
a expressao de transcritos L1 em células provenientes de ASD, RTT, BPD e SC/Z,

observando também a expressao destes retroelementos em diferentes tipos celulares.

Ainda, existe pouco conhecimento a respeito da regulacdo de L1 em células
cerebrais de DN. Para preencher esta lacuna, é necessario o levantamento de um
conjunto de genes reguladores de L1 atualmente conhecidos e a analise do perfil de
expressao destes em diferentes tipos celulares provenientes de DN. Também é&
necessario explorar nesta analise, o contexto de processos biolégicos envolvidos na

regulacéo de L1.

Por fim, no contexto de processos bioldgicos envolvidos na regulagdo de L1 em
células cerebrais, a autofagia vem a desempenhar papel importante na sobrevivéncia
destas células, como em neurdnios, que permanecem em um estado quiescente e sao
particularmente dependentes de vias robustas de controle de qualidade para manter uma
homeostase celular adequada. A ligag&o entre a remog¢ao de transcritos provenientes de
L1s e a via de autofagia ainda € pouco compreendida, o que leva a um aprofundamento
na cadeia de interagbes que ocorrem para a remogao de L1s através desta via. Com
isso, € apresentada uma nova molécula que pode atuar na regulagdo da expressao e

atividade de L1s em células cerebrais humanas.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral
Avaliar a expressdo de genes que regulam a expressao e atividade de

retroelementos do tipo L1 em dados de transcriptoma oriundos de amostras celulares de

individuos com disturbios do neurodesenvolvimento.

3.2

Objetivos Especificos

Criar um algoritmo para detecgao e anotagao de retroelementos L1 completos e
parciais em genomas.

Criar uma base de dados contendo anotacdes de retroelementos L1 completos e
parciais em genomas humanos.

Criar um catalogo de genes reguladores da atividade e expressdo de
retroelementos L1.

Analisar a variagdo de expressdo de retroelementos L1 em disturbios do
neurodesenvolvimento.

Analisar a variagdo de expressao de genes reguladores de L1 em disturbios do
neurodesenvolvimento.

Analisar a regulagéo de retroelementos L1 relacionada ao processo biolégico da

autofagia.
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4 METODOS

4.1 Base de anotagdes para retroelementos L1

A base de anotagado de L1 é composta de anotag¢des das regides do L1 (5'UTR,
ORF1, intron, ORF2, 3'UTR) e por anotagcbes de retroelementos L1 completos
(contendo todas as 5 regides), ambas distribuidas por subfamilias.

Na construgéo das anotagdes de L1 (Figura 4), foram utilizadas as sequéncias de
consenso das subfamilias L1 descritas por Khan e colegas (KHAN; SMIT; BOISSINOT,
2005). A abordagem utilizando sequéncias de consenso em vez de homologia para a
construcdo da base de anotacdes, se deve ao fato de considerarmos apenas o0s
elementos L1 dispostos no genoma humano, e também pelo alto grau de conservagao
das sequéncias ORF1 e ORF2, essenciais para a caracterizacdo de elementos L1
(KHAN; SMIT; BOISSINOT, 2005; SOOKDEOQO; HEPP; BOISSINOT, 2018; WAGSTAFF,;
BARNERSSOI; ROY-ENGEL, 2011).

Para a construgdo da base de anotagbes contendo regides L1, estas regides
foram inicialmente extraidas para cada uma das dezoito subfamilias L1 (L1HS, L1PA2,
L1PA3, L1PA4, L1PA5, L1PA6, L1PA7, L1PAS8, L1PA8A, L1PA10, L1PA11, L1PA12,
L1PA13B, L1PA13A, L1PA14, L1PA15A, L1PA15B, L1PA16), e alinhadas contra um
genoma humano com a utilizagdo do software Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG,
2012) (modo end-to-end, parametros: -a -D 20 -R 3 -N 0 -L20 -iS, 1,0,50). Os genomas
utilizados para este processo foram o genoma de referéncia humano, versdo hg38
(montagem GCA_000001405.27), o genoma individual diploide de um individuo
Caucasiano (LEVY et al., 2007) (montagem GCA_000252825.1) e o genoma individual
de um individuo Asiatico (AHN et al., 2009) (montagem KOREF_20090224).

Apds o processo de alinhamento, foi executado o célculo de similaridade’ e
identidade? de sequéncia para a parametrizagdo das regides alinhadas. Através desta
etapa, temos uma base de anotag¢des de regides L1 onde ocorrem sobreposi¢des entre
regides de subfamilias L1 distintas. Para remover essas sobreposi¢des, foi considerado
o nivel de similaridade e identidade entre as sequéncias. Assim, para uma regido

! valor numérico que representa a relagéo entre o comprimento (nt) entre duas sequéncias distintas.
2 Valor numérico que representa a relagdo entre o nimero de nucleotideos idénticos entre duas sequéncias distintas.
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genbmica em que ocorre a sobreposicdo de uma mesma regido L1, mas de subfamilias
L1 distintas, a regido com maior identidade e similaridade é escolhida para a base de
anotacdes. A base de anotagdes nido sobreposta é entédo filtrada, criando anotagdes de
regides com similaridade minima de 90% e identidade minima de 70% (sequéncias L1
conservadas) e anotagdes de regides com similaridade minima de 90% e identidade
minima de 99% (sequéncias L1 altamente conservadas) (Base de regides L1 - Figura 4).

Base de regides L1

Base de L1 completos

Sequéncias consenso para
subfamilias L1: L1HS - L1PA16

Calcular identidade (I) e

similaridade (S) de sequéncia

e

Criar L1 completos

- l

l

Identificar as regides Remover regides ambiguas Remover L1 ambiguos

5’UTR, ORF1, intron, ORF2 e 3’UTR

Filtrar regides: Filtrar regides: Filtrar L1: Filtrar L1:
1:70% / S: 90% 1:99% / S: 90% 1:70% / S: 90% 1: 70% / S: 90%
A4

BASE REGIAO L1 | |BASE REGIAO L1 BASE L1 BASE L1
1:70 % / S: 90% 1:99 % / S: 90% 1: 70 % / S: 90% 1:99 % / S: 90%

Para cada regido L1:
alinhar contra o genoma
hg38/Caucasiano/Asiatico

Figura 4: Fluxograma de criagado da base de anotagdes para retroelementos L1.

A base de anotagdes criada, fornece entradas de regibes para subfamilias L1 e retroelementos L1
completos para o genoma de referéncia humano (hg38) e os genomas individuais Caucasiano e Asiatico.
Todas as bases de anotag¢des foram criadas considerando sequéncias L1 conservadas (similaridade
minima de 90% e identidade minima de 70%) e altamente conservadas (similaridade minima de 90% e
identidade minima de 99%).

Fonte: o autor.

Para a criacdo da base de anotagdes contendo retroelementos L1 completos, as
regides L1 com informagdes sobre similaridade e identidade de sequéncia, identificadas
na etapa anterior, foram ordenadas de acordo com suas posigdes gendmicas, permitindo
lacunas de no maximo 1 nt entre duas regides adjacentes. Apds, foi realizada a remogao
de elementos sobrepostos considerando os mesmos critérios da etapa anterior. A base
de anotacbes ndo sobreposta de elementos L1 completos é entdo filtrada, criando

anotacdes com sequéncias L1 conservadas e sequéncias L1 altamente conservadas.
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4.2 Preparagcao de amostras de neurdnios derivados de células iPSC de
sindrome de Rett

Para esta pesquisa foram preparadas 6 amostras de neurdnios derivados de iPSC
de dois individuos com RTT e seus respectivos controles DT (Tabela 1). A geragao
destas amostras e dados, foram preparadas pelo orientador e colaboradores durante
sua pesquisa de pds-doutoramento no Laboratorio de Células Tronco da Universidade
da Califérnia San Diego (UCSD, USA).

Para criar neurdnios funcionais para extragdo de RNA, foram geradas iPSC a
partir de fibroblastos de pacientes do sexo masculino com RTT (Q83X e N126l) e dos
pais destes pacientes (WT83 e WT126), respectivamente. Estas células foram
reprogramadas e diferenciadas em NPC, conforme protocolo descrito anteriormente por
Marchetto e colaboradores (MARCHETTO et al., 2010).

Tabela 1: Descricdo de amostras com mutagées pontuais no gene MECP2.
As amostras Q83X e N126l séo linhagens celulares derivadas de pacientes do sexo masculino
portadores de RTT.

Amostra Descrigao

WT83 Amostra controle (pai do paciente Q83X)

WT126 Amostra controle (pai do paciente N126l)

Q83X mutagao nonsense de uma glutamina (Q) para um stop cédon (X) na posi¢éo 83 do aminoacido,
(NP_004983:p.GIn83%).

N126I mutagdo missense de uma asparagina (N) para uma isoleucina () na posigdo 126 do

aminoacido, (NP_004983:p.Asn126lle).

A diferenciagdo neuronal € iniciada pela geragao de corpos embrionarios (EB)
com meios de diferenciacdo neuronal. Para o enriquecimento de NPC, as rosetas foram
coletadas manualmente a partir de EB previamente plaqueados (Figura 5A).

As rosetas foram dissociadas e revestidas para formar uma populagao
homogénea de NPC, que sdo positivas para marcadores neurais iniciais, como a
proteina Nestina (Nestin) (Figura 5B). As NPC continuaram a se proliferar em meios
neurais suplementados com FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) (Figura 5C-5D) e a
diferenciagao neuronal foi induzida apos a retirada do FGF2. Em 2 semanas, uma rede
neuronal se torna visivel (Figura 5E-5F) e também neurénios eletrofisiologicamente

maduros (Figura 5G-5H). Nesta fase, os neurOnios sdo positivos para marcadores
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neuronais, como os genes TUJ-1 e MAPZ2. Durante as proximas 2 a 3 semanas
seguintes, as células foram entdo mantidas em meios de diferenciagdo até serem

utilizadas para experimentos adicionais.

.{'l:':

3 S YE %
AL

Figura 5: Diferenciagao neural de iPSC nao é afetada pela reprogramacao celular.

A e B. Rosetas derivadas de EB. C e D. Aspecto de células precursoras neurais. E e F. Neurdnios
derivados de NPC. G. Imagem representativa do neurdnio eletrofisiologicamente maduro. H. Superior:
correntes transitérias de Na+ e correntes sustentadas de K+ em resposta a despolarizagdes; Inferior:
respostas sub e supra-limiar a injecbes soméaticas de corrente em células agrupadas.

Fonte: o autor por meio de colaboragao cientifica com a UCSD.

Para as células diferenciadas, foi realizado o enriquecimento de neurdnios através

de selegao por FACS (do inglés, Fluorescence-Activated Cell Sorter) usando neurénios
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transduzidos com um vetor sinapsina::EGFP (do inglés, Enhanced Green Fluorescent
Protein) derivado do HIV-1 (Invitrogen Inc, Carlsbad, CA, USA).

O RNA foi coletado das culturas enriquecidas com neurbénios usando a extragao
com TRIzol e as bibliotecas foram preparadas com os kits de preparacdo de amostras
de RNA TruSeq Stranded Total RNA (lllumina Inc, San Diego, CA, USA). Usando
barcoding, o RNA mensageiro de diferentes amostras foi multiplexado em 3 amostras
por lane, usando o sequenciamento em larga escala (HGS - High throughput
sequencing) do equipamento lllumina HiSeq 2000, gerando bibliotecas de RNA-seq de
pelo menos 40 milhdes de reads paired-end de 100 bp por amostra.

A escolha destas amostras deve-se ao fato de apresentarem um caso mais grave
da doenga, onde temos a perda da proteina MECP2 (Q83X), e outro mais brando, onde
a proteina MECP2 sofre uma mutacéo missense (N1261). Como a proteina MECP2 é um
regulador da atividade de L1, estas amostras fornecem o meio para um estudo dirigido
sobre a atividade e regulagdo de L1s nesta sindrome.

4.3 Obtencao de amostras de transcriptoma publico (RNA-seq) de pacientes
com disturbios do neurodesenvolvimento
Para o levantamento de amostras de pacientes com DN, foi realizada uma busca
por dados de transcriptoma (RNA-seq) disponiveis através do banco de dados publico
BioProject, disponibilizado pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI). O
banco BioProject armazena diversas categorias de dados biolégicos produzidos pela
comunidade de pesquisa. Os tipos de dados incluem por exemplo, genomas completos
e parciais, transcriptomas, epigenoma, dados de variantes genéticas e dados fenotipicos
(BARRETT et al., 2012). A busca por dados de transcriptoma considerou os parametros
de busca expostos na Tabela 2, e também amostras com um numero minimo de 30
milhdes de reads. Como resultado, obtivemos um total de 717 amostras. Para esta
pesquisa, foram totalizadas 729 amostras, considerando aquelas descritas no item 4.2
(Tabela 3).
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Tabela 2: Estratégia de busca utilizada para obtencdo de amostras de pacientes com DN.
Base de Dados Parametros de Busca

"Autism"[All Fields] OR "Autistic"[All Fields] OR "Schizophrenia"[All Fields] OR "Bipolar

Disorder"[All Fields] OR "Mental Retardation"[All Fields] OR "Developmental disorder"[All

BioProject Fields] OR "Developmental dyslexia"[All Fields] OR "Developmental delay"[All Fields] OR
(NCBI) "Specific language impairment"[All Fields] OR "Autistic spectrum disorder"[All Fields] OR
"Intellectual disability"[All Fields] OR "Rett syndrome"[All Fields] OR "ASD"[All Fields] AND

("transcriptome gene expression"[Filter] AND "org human"[Filter])

As amostras selecionadas referentes a DN compreendem amostras de ASD, BPD,
RTT e SCZ, devido ao fato de que nestas DN ja foram reportadas atividade ou expressao
de L1s. Para avaliar a expressao de reguladores e retroelementos L1 as amostras, foram
selecionadas considerando diferentes tipos celulares cerebrais, contemplando células-
tronco embrionaria (ESC), iPSC, NPC, neurdnios (NE) e células cerebrais de tecidos post
mortem (PO), estas ultimas oriundas das regides: cértex pré-frontal dorsolateral, cortex
pré-frontal, I6bulo frontal e I6bulo temporal.

Tabela 3: Amostras RNA-seq obtidas através de bases de dados publicas e em colaboragao.

DN: tipo de transtorno estudado: ASD (transtornos do espectro do autismo), BPD (transtorno bipolar), RTT
(sindrome de Rett) ou SCZ (esquizofrenia); BioProject ID: identificador da biblioteca de amostras; Amostras
CT: numero de amostras do tipo controle para a biblioteca; Amostras DN: nimero de amostras que sdo
caracterizadas para o DN estudado. Tipo celular: tipo celular ou origem do tecido extraido para amostras:
ESC (célula-tronco embrionaria), iPSC (célula-tronco pluripotente induzida), NPC (célula precursora
neuronal), NE (neurénio) e PO (tecido post mortem).

(continua)
DN BioProject ID Amostras CT Amostras DN  Tipo Celular
ASD PRJUNA398545 39 13 PO
ASD PRJUNA143369 6 6 PO
ASD PRJUNA316853 9 9 PO
ASD PRJUNA222268 38 4 PO
PRJINA254971

ASD PRJUNA261255 28 20 NPC
ASD PRJNA280163 11 17 iPSC
ASD PRJNA280163 8 17 NE
ASD PRJNA280163 9 21 NPC
BPD PRJUNA231202 31 31 PO

BPD PRJNA253946 4 6 NE
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(conclusao)

DN BioProject ID Amostras CT Amostras DN  Tipo Celular
BPD PRJUNA314463 24 30 PO
RTT(Q83X) - 3 3 NE
RTT(N126l) - 3 3 NE
RTT PRJUNA302685 3 3 PO
RTT PRJUNA224073 3 13 iPSC
RTT PRJUNA224073 3 - ESC
RTT PRJNA419983 5 4 iPSC
RTT PRJNA419983 4 4 NE
RTT PRJNA419983 5 4 NPC
RTT PRJNA419983 2 2 PO
RTT PRJUNA527289 8 8 PO
SCz PRJNA358689 4 4 NE
SCz PRJNA291180 6 10 NE
SCz PRJNA291180 6 11 NPC
SCz PRJUNA248182 3 6 NE
SCz PRJUNA343829 19 19 PO
SCz PRJUNA314463 24 28 PO
SCz PRJUNA417295 24 24 NE
SCz PRJUNA417295 24 23 NPC

4.4 Analise de expressao de bibliotecas de transcriptoma

Para analise de cada amostra, foram inicialmente descartadas reads de baixa
qualidade (escore PHRED inferior a 20), e eliminadas sequéncias de adaptadores
utilizando o NGS-QC Toolkit (PATEL; JAIN, 2012). As reads de alta qualidade foram
mapeadas contra o genoma de referéncia humano (hg38) com o software de
alinhamento de transcritos STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference)
(DOBIN et al., 2013) versao 2.5.4b. Foram utilizados alguns parametros adicionais para
o STAR permitindo posterior utilizagdo dos dados alinhados na analise de expressao

de L1s, os quais requerem um processo de alinhamento mais exaustivo pois suas



38

sequéncias repetitivas estdo dispersas em milhares de loci no genoma. O alinhamento
considerou reads mapeadas em até 1x10° Joci no genoma humano (--
outFilterMultimapNmax 1000000000 --winAnchorMultimapNmax 1000000000), e
alinhamentos com o melhor score como primarios (--outSAMprimaryFlag AllBestScore).

Apos a analise dos alinhamentos, foi realizada a contagem da quantidade
absoluta de reads alinhadas para cada uma das amostras. A contagem considera reads
alinhadas unicamente e foi realizada com o uso do software featureCounts verséo 1.6.3
(LIAO; SMYTH; SHI, 2014), utilizando paréametros padrao e anotagéo para o genoma
de referéncia humano (hg38).

A analise de significancia estatistica da expressao de transcriptoma foi realizada
com o pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) versao 1.16.1 utilizando o
software R (TEAM, 2016) versao 3.4.1. Para esta andlise, as amostras foram
normalizadas através do método RLE (Relative Log Expression) e a partir dos dados
normalizados, foi realizado o calculo do fold-change em escala log na base 2 e a
significancia estatistica (p) calculada através do teste de Wald (WALD, 1945). O fold-
change indica a variacao relativa de expressao dos transcritos entre duas amostras
comparadas. Estes valores sédo controlados por erros estatisticos do tipo 1 (probabilidade
de falso positivos), calculados pelo método conhecido por False Discovery Rate (FDR) e
ajustados com o uso de testes multiplos de Benjamin-Hochberg (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995). O nivel de significancia estatistica foi considerado para p<0,05.

4.5 Analise de enriquecimento relacionado a processos biolégicos
A analise de enriquecimento relacionado a processos biologicos foi realizado
através da base de dados STRING versédo 11 (SZKLARCZYK et al., 2019). Para esta
analise, foram utilizadas as moléculas catalogadas nesta pesquisa, que estdo descritas
na literatura como reguladores da atividade de L1. Como parametros, foi utilizado o
escore de confianga (0,7) e para a fonte de dados, interagdes reportadas em bases de

dados e experimentos.
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De forma complementar, a analise de enriquecimento de processos biologicos foi
realizada também com o uso da ferramenta IPA (Ingenuity Pathway Analysis) (Qiagen,
Velencia, CA, USA), considerando as listas de expressao dos reguladores L1 e o

background fornecido pelos nossos dados.

4.6 Analise de expressao de retroelementos L1

A expresséo de retroelementos L1 foi calculada através do algoritmo de contagem
de elementos repetitivos intercalados SQUIRE (YANG et al.,, 2019b). Os arquivos
resultantes do alinhamento de cada amostra contra o genoma de referéncia humano
(tem 4.4) foram utilizados como entrada para o algoritmo de contagem. A fim de
possibilitar uma maior detecg¢ao de reads alinhadas unicamente, foi considerado para o
calculo, reads unicos com 80% de seu comprimento alinhando-se a uma sequéncia de
flanco de um L1. Para reads provenientes de sequenciamento paired-end, cada
extremidade é avaliada individualmente para um alinhamento unico antes de identificar
seu par. Se uma extremidade possui um alinhamento multiplo e a outra possuir um
alinhamento unico, o par sera considerado unico e a outra extremidade do par alinhando
a multiplos loci é descartado.

Apos, o algoritmo atribui fragdes de uma read a cada L1 como uma fungéo da
probabilidade de que um L1 especifico seja a origem dessa read. Para reads alinhadas
unicamente, essa probabilidade € de 100 %, ou seja, a contagem é igual a 1. As reads
unicas e as fragdes de reads alinhadas a multiplos L1s s&o somadas e normalizadas
para o comprimento do transcrito de cada L1. Por ultimo, para refinar a estimativa de
reads alinhadas a multiplos L1, as contagens totais das reads normalizadas passam
por um algoritmo de maximizagao de expectativa (do inglés, Expectation Maximization
- EM). O algoritmo EM alterna entre calcular a distribuicdo fracionaria de cada read
multipla para cada instancia de L1 mapeada e estimar as abundéncias relativas de
todos os transcritos de L1, até que as abundancias relativas estimadas venham a
convergir (L1s com contagem igual ou superior a 10 variam menos de 1%).

A base de dados contendo uma anotagcdo de retroelementos L1 no genoma
humano (item 4.1) foi utilizada pelo algoritmo de contagem para a determinacéo do
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locus de cada um deles, e que apresentam-se de forma completa (com as regides
5'UTR, ORF1, intron, ORF2 e 3’'UTR).

Para cada amostra de RNA-seq, foi gerada uma tabela com a contagem de cada
subfamilia de retroelementos L1. Posteriormente, foi aplicada analise de expressao de

transcritos com significancia estatistica (item 4.4).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao sédo apresentados e discutidos os resultados obtidos nesta pesquisa.
Na secdo 5.1 sdo apresentadas as caracteristicas da base de anotag¢des detalhadas de
retroelementos L1. A partir destas anotacdes, na secao 5.2, é realizada a analise da
expressao de L1s em DN avaliadas em diferentes tipos celulares. Na secao 5.3, €
analisado detalhadamente, o perfil de moléculas reguladoras de L1 nesses mesmos DN
e tipos celulares. Por fim, na secédo 5.4 € explorado o contexto do processo celular da
autofagia na restricdo da atividade de L1s, onde € descrito a identificacdo da molécula
AMBRA1 como um novo regulador da regulagao e atividade de L1.

5.1 Base de anotagao para retroelementos L1

Considerando o genoma de referéncia humano (hg38), foram criadas duas bases
com anotacbes de L1: a primeira, chamada L1RG-REF, contém as anotagbes por
subfamilia das regides do L1 (5'UTR, ORF1, intron, ORF2, 3'UTR); a segunda, chamada
L1CP-REF, contém retroelementos L1 completos (contendo todas as 5 regides)
distribuidos por subfamilia. Ambas as anota¢des nao apresentam sobreposi¢cao entre os
retroelementos e possuem versdes com regides/retroelementos conservados (90% de
similaridade e 70% de identidade) e regides de retroelementos L1 altamente
conservados (90% de similaridade e 99% de identidade). As anotagbes L1 sdo descritas
por 12 atributos que contém as seguintes informag¢des: nome do cromossomo, posi¢cao
inicial e final do retroelemento no cromossomo, nome da subfamilia L1, nome da regiao
da subfamilia L1, sentido da inser¢cdo, numero de mismatches, delecdes e insergoes,
comprimento do /ocus, identidade e similaridade da sequéncia.

Considerando a base de anotagdes L1RG-REF, contendo anotagdes de regides
L1, observa-se uma alta concentragéo de regides L1 no cromossomo X, corroborando
com dados previamente relatados na literatura (BELANCIO; HEDGES; DEININGER,
2008; CHEN et al., 2005) (Figura 6A-6E). O mesmo fato é notado na base de anotagdes
de retroelementos L1 completos, a L1CP-REF X (Figura 6F). Além disso, observa-se que
a regido 5'UTR possui a menor quantidade de elementos identificados, quando
comparada as demais regides de um retroelemento L1 completo (Figura 6A). Esta
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Figura 6: Namero de cépias por cromossomo de regioes e retroelementos L1 completos.

Quantidade, por cromossomo, de regides e retroelementos L1 completos divididos em subfamilias (L1HS a L1PA7), considerando sequéncias
conservadas. A. Quantidade, por cromossomo, de regides 5'UTR divididos por subfamilia L1. B. Quantidade, por cromossomo, de regides ORF1
divididos por subfamilia L1. C. Quantidade, por cromossomo, de regides intron divididos por subfamilia L1. D. Quantidade, por cromossomo, de
regides ORF2 divididos por subfamilia L1. E. Quantidade, por cromossomo, de regides 3'UTR divididos por subfamilia L1. F. Quantidade, por
cromossomo, de retroelementos L1 completos divididos por subfamilia L1.

Fonte: o autor.
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observagéo é consistente com a afirmagao de que a regiao 5'UTR tem a maior variagédo
a nivel de sequéncia de nucleotideos entre as subfamilias L1 (BOISSINOT; CHEVRET;
FURANO, 2000; KHAN; SMIT; BOISSINOT, 2005; WAGSTAFF; BARNERSSOI; ROY-
ENGEL, 2011).

Complementarmente as bases de anotagbes L1CP-REF e L1RG-REF criadas
sobre o genoma de referéncia humano, foi realizada uma analise adicional da distribuigdo
de L1 em genomas individuais para verificar se seguem as mesmas caracteristicas de
distribuicdo encontradas para o genoma de referéncia humano. Desta forma, foram
criadas anotagdes para o genoma diploide de um individuo Caucasiano e outro Asiatico.
Para cada genoma, foram criadas as bases com anotagdes por subfamilia de regides L1,
chamada L1RG-IND (equivalente a L1RG-REF) e também de retroelementos L1
completos, chamada L1CP-IND (equivalente a L1CP-REF).

Foram comparadas as anotacdes para a base L1RG-REF com aquelas anotadas
pela base L1RG-IND para os genomas Caucasiano e Asiatico. Para a base L1RG-IND
(genoma Asiatico), a distribuicdo das regides pelos cromossomos diploides é 98%
semelhante. A mesma comparagéo feita para a base L1RG-IND (genoma Caucasiano)
mostra menor similaridade, 83% (Figura 7). O cromossomo 22 expde a principal
diferenga quando comparado ao genoma de referéncia humano: 70% semelhante para
0 genoma Asiatico e 45% semelhante para o genoma Caucasiano. Ainda, para este
genoma, a nivel alélico, observa-se variagées de menos de 1% para cada cromossomo
referente a inser¢des de L1 (Anexo B).

Também foi investigado a distribuicdo de regides anotadas contendo elementos
L1HS da base L1RG-REF e que ocorrem em loci codificantes de proteinas (Figura 8A-
8B). Foram encontradas 439 sequéncias conservadas e 284 sequéncias altamente
conservadas. Destas, varias insergdes estdo em /oci intrdbnicos de genes que sao fatores
de risco para autismo, como STAG1 (Stromal Antigen 1) (LEHALLE etal., 2017)e CDH13
(Cadherin 13) (KUSHIMA et al., 2018). Embora as inser¢des de L1 em /oci intrbnicos de
genes n&o tenham um impacto direto na proteina traduzida, elas podem gerar
transcri¢gdes aberrantes que podem levar ao desenvolvimento destas doengas (KAER et
al., 2011; RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2016).
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Os graficos apresentam anotagbes de regides L1 por cromossomo, considerando sequéncias
conservadas. A. Distribuicdo das regides de retroelementos L1HS para o genoma de referéncia hg38. B.
Distribuicdo das regides de L1HS para o genoma individual Asiatico. C. Distribuicdo das regides L1HS
para o genoma diploide individual Caucasiano.

Fonte: o autor.

Além das analises anteriores, também foram comparadas as anotagcbes de
regides L1 para o genoma de referéncia (base L1RG-REF), com os retroelementos L1
anotados pelo RepeatMasker, que é atualmente a principal base de anotagdes utilizada
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como referéncia para estudos com retroelementos e sequéncias repetitivas (Figura 8C-
8D). O critério para considerar que um L1 estda em ambas as bases de anotagdes € a
existéncia de pelo menos um nucleotideo sobreposto e a sequéncia anotada possuir a
mesma orientacédo na sequéncia de DNA. Considerando sequéncias conservadas, foram
identificadas 227 regides L1 que nao sao relatadas pelo RepeatMasker (Figura 8C).
Esses 227 elementos s&o caracterizados como pertencentes a varias familias extintas,
como oriundos de primatas (L1PB) e outros mamiferos (L1MA). Como exemplo, para
regides L1 que apresentam maior variagdo em sua sequéncia de nucleotideos, como a
regiao 5'UTR, observa-se através da nossa anotagdo uma sequéncia pertencente a
subfamilia L1PAS (hg38, chrX: 152,006,773-152,007,798), possuindo identidade de
94,2% e similaridade de 99,6%. Esta mesma sequéncia é reportada pelo RepeatMasker
como um retroelemento L1 diferente e pertencente a mamiferos, o L1MA4A. Em outro
caso, uma regido relatada pela nossa anotagdo como uma ORF2 (hg38, chr2:
199.073.688-199.077.484) pertencente a subfamilia L1PA7 (identidade de 94% e
similaridade de 99,3%), é reportada pelo RepeatMasker com duas anotagdes distintas:
uma sequéncia L1MD2 e outra sequéncia repetitiva simples (AT)n. Para sequéncias
altamente conservadas, foram reportadas apenas 2 regides ndo informadas pelo
RepeatMasker (Figura 8D). Uma delas, uma regidgo 3'UTR (hg38, chr10:37.226.120-
37.226.329) exposta pela nossa anotagdo como pertencente a subfamilia L1PAS
(identidade de 99,0% e similaridade de 99,0%), € reportada pelo RepeatMasker como
pertencente a um retroelemento L1MBS.

As bases de anotagdes L1 construidas, L1RG-REF, L1CP-REF, L1RG-IND e
L1CP-IND, contém elementos L1 caracterizados e anotados com informacdes
detalhadas, incluindo anotacdes de sequéncia baseadas em similaridade. Através do uso
destas anotagbes de L1 em humanos, foi realizada a analise de expressdo de

retroelementos L1 em DN, exposta na proxima segao.
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Figura 8: Comparagao entre a base de anotagoes de regides L1 e anotagdes de L1 reportados pelo RepeatMasker.

A. Distribuigdo de regides L1HS em loci gendmicos codificantes de proteinas considerando sequéncias conservadas. B. Distribuicdo de regides
L1HS em Joci genémicos codificantes de proteinas considerando sequéncias altamente conservadas. C. Intersecao entre regides L1 anotadas e
elementos relatados pelo RepeatMasker considerando sequéncias conservadas. D. Interse¢ao entre regides L1 anotadas e elementos relatados
pelo RepeatMasker considerando sequéncias altamente conservadas.

Fonte: o autor.
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5.2 Andlise de expressao de retroelementos L1 em distiurbios do
neurodesenvolvimento

A analise de expressao de L1 realizada neste trabalho forneceu um panorama
geral da expressao destes retroelementos em diferentes tipos celulares (PO, NE, iPSC,
NPC e ESC) em 327 amostras de DN (ASD, BPD, RTT e SCZ) (Figura 9). A expressao
de L1 é caracterizada através da subfamilia que contém retroelementos capazes de
realizar a retrotransposi¢ao (atividade) em humanos, L1HS, e também da expresséao de
L1 total, que considera a expressao de todas as subfamilias L1 reunidas (L1HS-L1PA7).
Por fim, foram considerados somente /oci de L1 que possuem sequéncia conservada.

A partir da analise dos dados, observou-se alta expressédo de transcritos L1 em
todos os tipos celulares considerados (Figura 9A). Os valores de média (u) e desvio
padrao (o) para transcritos L1 em amostras de PO, NE, iPSC, NPC e ESC sao,
respectivamente: (u = 35137, 0 =4530), (u = 33745, 0 =2361), (u =37998, 0 =9082),
(v =33507, 0 =1953) e (4 = 32412, 0 = 1094). Também foram observados elevados
niveis de expresséao de transcritos L1HS em células cerebrais: (u = 3000, 0 = 1747) em
PO, (u=3152,0 =1113)em NE, (u =4176, c =2639) em iPSC, (u = 2576, 0 = 1021)
em NPC e (u =4271, 0 =341.0) em ESC (Figura 9B).

O aumento de expressdo de transcritos L1 esta associado ao aumento da
atividade de L1 (BENITEZ-GUIJARRO et al., 2018; MUOTRI et al., 2010; THOMAS et al.,
2017). Desta forma, nossas observagdes sobre a expressao de L1 sdo suportadas
através da analise da atividade de L1 realizadas por outros estudos. Coufal e colegas
observaram numero de copias de L1 significativamente mais altos em tecidos
provenientes de cérebros humanos adultos saudaveis em comparacdo com tecidos de
figado e coragao destes mesmos individuos (COUFAL, 2009). Também demonstraram
que em NPC isoladas de células-tronco do cérebro fetal humano e de ESC, através do
uso da técnica de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), um aumento de
aproximadamente 80 copias de ORF2 de L1 por célula com base em amostras controle
(COUFAL, 2009). Um estudo anterior corrobora com estes dados sobre retrotransposigcao
de L1 em NPC. Muotri e colegas, através de um ensaio baseado em plasmideo, observou
que L1s, quando expressos em células multipotentes como NPC, sdo capazes de
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retrotransposicdao (MUOTRI et al., 2005). Complementando estes estudos, a atividade de
L1s também foi observada em células pluripotentes, como em iPSC e ESC. Nestas
células, a atividade de L1 é facilitada, devido a baixa metilagdo do DNA quando
comparada a células diferenciadas (MARCHETTO et al., 2013; WISSING et al., 2012).
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Figura 9: Expressao de L1 total e L1HS em DN e tipos celulares.

O grafico de barras mostra o percentil 25-75 (retdngulo), a mediana (linha horizontal dentro do retangulo),
e o percentil 5-95 (whisker) da expressao normalizada (RLE) de L1 total (subfamilias L1HS-L1PA7) e L1HS
para DN (ASD, BPD, RTT e SCZ) e tipo celulares (PO, NE, IPSC, NPC e ESC). A. Expresséo de transcritos
de L1 total por tipo celular. B. Expressao de transcritos de L1HS por tipo celular. C. Expresséao de transcritos
de L1 total por DN e tipo celular. D. Expressao de transcritos de L1HS por DN e tipo celular.

Fonte: o autor.

Considerando a expresséao de L1 total (subfamilias L1HS-L1PA7), observa-se uma
variacdo média de 6% para a expressao de transcritos L1 entre todos os disturbios
analisados (Figura 9C). Além disso, para a expressao de transcritos da subfamilia de L1,
a L1HS, é notada uma variagdo média de 33% entre os disturbios (Figura 9D). Para os
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mesmos DN, foi realizada uma comparagao com os respectivos controles para tecidos
post mortem (Figura 10A) e neurénios em cultura in vitro (Figura 10B). Embora ndo sejam
observadas variagdes significativas da expressao, eventos relacionados a atividade de
L1 em DN podem ocorrer com maior frequéncia devido a desregulagcdes epigenéticas,
como a diminui¢cao de metilagao do DNA (AMIR et al., 1999; LI et al., 2018; MISIAK et al.,
2015). De fato, através do uso da técnica qPCR, Bundo e colegas observaram numeros
aumentados de copias ORF2 de L1 em neurdnios do cortex pré-frontal de pacientes com
SCA (BUNDO et al.,, 2014). Além disso, um numero aumentado de coépias L1 foi
encontrado em neurdnios oriundos de cultura in vitro de pacientes com SCZ contendo a
delegao 22g11 (BUNDO et al., 2014). Outro estudo, mostrou que em ASD e RTT, a
atividade de L1HS estava aumentada cerca de 8,5 vezes em cérebros de pacientes com
esses DN comparada a controles (JACOB-HIRSCH et al., 2018).
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Figura 10: Expressao de L1HS em amostras controle e de DN.
Os graficos mostram valores de expressao de transcritos L1HS para amostras controle e amostras de DN
(ASD, BPD, RTT e SCZ). A. Expresséao de transcritos de L1HS em células provenientes de tecidos post
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mortem para amostras controle e amostras de DN. B. Expressao de transcritos de L1HS em amostras de
neurdnios em cultura in vitro para amostras controle e amostras de DN.
Fonte: o autor.

Os dados gerados demonstraram alta expressao de transcritos L1 em todos os
tipos celulares cerebrais e disturbios do neurodesenvolvimento. Através da desregulagao
de moduladores da expresséao e atividade de L1, podem ocorrer novas insergdes destes
retroelementos no genoma nuclear, bem como a mobilizag&o de outros retroelementos,
0 que pode levar ao aumento da instabilidade gendmica. A proxima seg¢ao explora o perfil
de expressdo de genes relacionados ao controle da expressdo e atividade de
retroelementos L1, fornecendo um perfil da regulagcéo de L1s em diferentes DN e tipos

celulares.

5.3 Expressao de genes reguladores de L1 em distarbios do
neurodesenvolvimento

7

Nesta secdo € explorado o perfil de expressao de genes reguladores de L1,
agrupados por DN e avaliados em diferentes tipos celulares e etapas de desenvolvimento
celular (Figura 19 a 38 e Apéndice C — Tabela 7 a 10). E importante frisar que os genes
reguladores foram identificados a partir de uma extensa reviséo sistematica da literatura,
que considerou todos os trabalhos publicados no tema, incluindo analise de sinbnimos e
termos associados a area para garantir qualidade na busca. A partir disso, para cada
conjunto de genes reguladores de L1 reportados neste trabalho, foi realizada uma analise
de enriquecimento de vias metabdlicas. Nesta analise, foram levantados processos
bioldgicos contendo reguladores L1 com expressao alterada em DN.

Uma das vias encontradas € a via de reparo de DNA que esta associada com a
ocorréncia da anemia de Fanconi (Figura 11). A anemia de Fanconi € um disturbio
hereditario que gera instabilidade gendmica (MOLDOVAN; D’ANDREA, 2009), e a via
descrita € necessaria para o reparo eficiente de DNA danificado, especialmente de
ligagdes cruzadas entre cadeias de DNA (crosslinking) (KANEHISA et al., 2019).

Acredita-se que a via da anemia de Fanconi coordene um mecanismo molecular que
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envolve elementos de vias classicas de reparo do DNA, como recombinagdo homologa
e reparo por excisao de nucleotideos (MOLDOVAN; D’ANDREA, 2009).
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Figura 11: Reguladores L1 com expresséo alterada na via da anemia de Fanconi.

O DNA danificado, é diretamente reconhecido pela proteina FANCM e outras proteinas associadas como
a CLK2 (CDC Like Kinase 2), que recrutam o complexo central da via (Complexo FA). Este complexo
monoubiquitina FANCD2 e FANCI (FA Complementation Group I), e estes interagem com uma série de
proteinas de reparo de DNA, como BRCA2 (BRCA2 DNA Repair Associated) e FAN1 (FANCD2 And FANCI
Associated Nuclease 1), ativando outras vias de reparo como a via de recombinagao homéloga. Moléculas
em roxo apresentam reguladores L1 com expressao de transcritos alterada em DN.

Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).

Os genes reguladores de L1 com expressao significativamente alterados nesta via
sao: UBE2T (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T), FANCB (FA Complementation Group
B) e FANCM (FA Complementation Group M), que participam do complexo central desta
via, FANCD2 (FA Complementation Group D2), necessario para a ativagao de outras
moléculas, como a PALBZ2 (Partner And Localizer Of BRCA2), dentro da cascata de
eventos necessarios para a ativagcdo de outras vias de reparo de DNA como a

recombinagao homologa; e os genes ERCC1 (ERCC Excision Repair 1, Endonuclease
Non-Catalytic Subunit) e SLX4 (SLX4 Structure-Specific Endonuclease Subunit),
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envolvidos no reparo de quebra de fita dupla de DNA. Os perfis de expressao para estes
genes, considerando tipos celulares e DN s&o expostos nas Figuras 21, 25 e 36.

Outro processo biolégico encontrado e também relacionado ao reparo de DNA, é
a via de reparo por excisdo de nucleotideos (Figura 12). O papel desta via é atuar no
reconhecimento e reparo a danos no DNA (em células eucariéticas, fragmentos de DNA
de 24-32 nt) ocasionados por diferentes fontes como as causadas por compostos,
carcindbgenos ambientais e exposigao a luz ultravioleta (PETRUSEVA; EVDOKIMOV;
LAVRIK, 2014).
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Figura 12: Reguladores L1 com expressdo alterada na via de reparo de DNA por excisdao de
nucleotideos.

A via de reparo do DNA por excisdo de nucleotideos envolve duas sub-vias diferentes: reparo acoplado a
transcrigdo (TCR) e reparo global do genoma (GGR). O GGR pode ocorrer em qualquer parte do genoma,
enquanto o TCR é responsavel pelo reparo acelerado de lesdes na fita transcrita de genes ativos pela RNA
polimerase Il (RNAP II). O TCR ¢ iniciado pela RNA polimerase estacionada sobre a lesdo com a ajuda de
fatores especificos como CSA (ERCC Excision Repair 8, CSA Ubiquitin Ligase Complex Subunit ) e CSB
(ERCC Excision Repair 6, Chromatin Remodeling Factor). No GGR, a primeira etapa do reconhecimento
de danos, envolve o complexo XPC-HR23B junto com o complexo XPE. Apds, o complexo de helicase
TFIIH e XPC-HR23B sao essenciais para abertura do DNA em torno do dano. A proteina RPA (Replication
Protein A1), estabiliza o complexo de DNA aberto e esta envolvida no posicionamento das endonucleases
XPG (XPG-Complementing Protein) e ERCC1-XPF responsaveis pelas incisdes de DNA ao redor da lesao.
A proxima etapa envolve a sintese de DNA através da atividade de POLD1 (DNA Polymerase Delta 1,
Catalytic Subunit), POLE (DNA Polymerase Epsilon, Catalytic Subunit) e seus cofatores PCNA e RFC
(Replication Factor C). Moléculas em roxo apresentam reguladores L1 com expressdo de transcritos
alterada em DN.

Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).
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Sao reportados nesta via genes com expressao significativamente alterada em DN
como o0 gene ERCC2 (ERCC Excision Repair 2, TFIIH Core Complex Helicase Subunit),
componente essencial do complexo TFIIH, ERCC1 (ERCC Excision Repair 1,
Endonuclease Non-Catalytic Subunit), que juntamente com a endonuclease XPF (DNA
Repair Endonuclease XPF), sao necessarios para clivar o DNA ao redor da leséo, e
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), envolvido na sintese do DNA (perfis de
expressao destes genes séo expostos na Figura 22).

A préxima via relacionada ao reparo de DNA e com reguladores L1 alterados é a
via de reparo por recombinagdo homologa (Figura 13). A recombinagdo homodloga é
essencial para o reparo preciso de quebras de fita dupla de DNA, sendo indispensavel
para a integridade do genoma (KANEHISA et al., 2019; SUNG; KLEIN, 2006).
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Figura 13: Reguladores L1 com expressédo alterada na via de reparo de DNA por recombinagéo
homéloga.

A escolha da via de reparo adequada é mediada por BRCA1 (BRCA1 DNA Repair Associated).
Inicialmente, as pontas da quebra de fita dupla sdo reconhecidas. Apds, ocorre a ressecgdo destes
filamentos através do complexo MRN formado pelas moléculas MRE11, RAD50 (RAD50 Double Strand
Break Repair Protein) e NBS1 (Nibrin). Moléculas, como a proteina CTIP (RB Binding Protein 8,
Endonuclease), criam saliéncias no DNA, que sdo revestidas pela proteina RPA (Replication Protein A1)
(circulos preenchidos em branco). Durante a recombinagdo homologa candnica, a RPA é removida por
RAD51 (circulos preenchidos em cinza). A formagao do filamento RAD51 é regulado positivamente por
BRCA2, PALB2 e os paralogos de RAD51 como as proteinas XRCC2 e XRCC3 (X-Ray Repair Cross
Complementing 3). Demais etapas envolvem o processo de invasdo da fita homologa de DNA a ser
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reparada e processos de dissolugdo ou resolugédo. Moléculas em roxo apresentam reguladores L1 com
expressao de transcritos alterada em DN.
Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).

O gene MRE11 (MRE11 Homolog, Double Strand Break Repair Nuclease),
participante do complexo MRN, e 0s genes essenciais para o processo de reparo, PALB2
e XRCC2 (X-Ray Repair Cross Complementing 2) (BUISSON; MASSON, 2012;
JOHNSON; LIU; JASIN, 1999), encontram-se com expressao alterada nas amostras de
DN (Figura 28).

Por fim, a dltima via exposta com expressao alterada de genes reguladores L1 e
relacionada ao reparo de DNA, é a via da unido de extremidade ndo-homologa (Figura
14). Esta via tem o papel de reparar quebras de fita dupla de DNA as quais levam a
instabilidade ou diversidade genémica (BETERMIER; BERTRAND; LOPEZ, 2014).
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Figura 14: Reguladores L1 com expressao alterada na via da unido de extremidade ndo homologa.

A via da unido de extremidade nao-homadloga repara quebras de fita dupla de DNA em todos os estagios
do ciclo celular. Envolve a ligagao de XRCC5 (X-Ray Repair Cross Complementing 5), e XRCC6 as
extremidades de DNA de fita dupla, recrutamento de DNA-PKcs (complexo MRX em levedura),
processamento de extremidades e recrutamento do complexo DNA ligase IV (LIG4) - XRCC4 (X-Ray Repair
Cross Complementing 4). Moléculas em roxo apresentam reguladores L1 com expressao de transcritos
alterada em DN.

Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).
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Nesta via, os genes reguladores de L1 com expresséo significativamente alterada
sdao XRCC6 (X-Ray Repair Cross Complementing 6), DCLRE1C (DNA Cross-Link Repair
1C), PRKDC (Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit), RAD50 e MRE11 (perfil
de expressao destes genes sdo expostos na Figura 32 e 38).

Além das diversas vias de reparo de DNA, a analise revelou a via de senescéncia
celular (Figura 15) associada com os reguladores de L1 alterados nos dados de DN. A
senescéncia celular € um estado de parada celular irreversivel e pode ser desencadeada
por uma série de fatores, como encurtamento do telébmero, irradiagcado, dano ao DNA e
estresse oxidativo (KANEHISA et al., 2019).
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Figura 15: Reguladores L1 com expressao alterada na via de senescéncia celular.

As proteinas TP53 e RB (RB Transcriptional Corepressor 1), sdo criticos na indugao da senescéncia. A
proteina TP53 pode iniciar o processo de senescéncia ativando RB através de P21 (Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 1A) ou P16 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A). A proteina RB ativa a senescéncia por
inibir a transcricdo de genes alvo de E2F como o E2F4 (BEN-PORATH; WEINBERG, 2005). Moléculas em
roxo apresentam reguladores L1 com expressao de transcritos alterada em DN.

Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).

Os genes essenciais para esta via e com alteragao significativa de expressao
observada em DN sao TP53 (Tumor Protein P53) e o fator de transcricdo E2F4 (E2F
Transcription Factor 4) (perfil de expressao destes genes sao expostos na Figura 34).

Outro processo bioldgico com alteragao significativa de expressao de genes nas
amostras de DN comparada com controles é a via de mitofagia. Nesta via sado reportados
5 genes apresentando expressao alterada nas anadlises realizadas (Figura 16). Esta via
€ ativada quando ocorre a disfungdo mitocondrial, que pode ser causada por subprodutos
deletérios do processo de fosforilagdo oxidativa, chamados de espécies reativas ao
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oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen Species - ROS). Se o dano for excessivo para ser
reparado, as mitocdndrias sdo seletivamente reconhecidas e direcionadas para

degradagao por um modo especifico de autofagia, denominado mitofagia.
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Figura 16: Reguladores L1 com expressao alterada na via de mitofagia.

A indugéo da mitofagia (através de fatores como a despolarizagdao da membrana mitocondrial) envolve a
quinase PINK1 (PTEN Induced Kinase 1) e a ligase E3 Parkin. PINK1 serve como sensor para a
despolarizagdo mitocondrial e recruta a proteina PARKIN (Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase),
seguido pela ubiquitnagao de receptores de mitofagia como CALCOCO2. Moléculas em roxo apresentam
reguladores L1 com expressédo de transcritos alterada em DN.

Fonte: adaptado de (KANEHISA et al., 2019).

Os genes BECN1, TP53, SP1 (Sp1 Transcription Factor), SQSTM1e CALCOCO2,
essenciais para a ativagao da via e remogao de mitocdndrias danificadas, sdo reportados
com alteragéao significativa na expressao de transcritos em DN (Figuras 29, 35 e 37).

A analise realizada também identificou a via da biogénese de piRNAs com
reguladores de L1 alterados (Figura 17). Os piRNAs sdo RNAs curtos e nao codificantes,
com tamanho variando entre 26 a 30 nt (em vertebrados e D. melanogaster) (KIRINO;
MOURELATOS, 2007; SAITO et al., 2007), e que possuem fungdes como restringir a
atividade de varios tipos de retroelementos (ARAVIN et al., 2007; GHILDIYAL; ZAMORE,
2009; MALONE; HANNON, 2009), e também atuam na regulacdo de mRNAs,
possivelmente através do recrutamento da proteina CCR4 (Carbon Catabolite Repressor,
protein 4) (ROUGET et al., 2010).

Os genes participantes desta via e com expressao significativamente alterada em
DN sédo: PLD6 (Phospholipase D Family Member 6), HENMT1 (HEN Methyltransferase
1), PIWIL2 (Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 2), PIWIL4 (Piwi Like RNA-Mediated
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Gene Silencing 4), TDRD1 (Tudor Domain Containing 1), TDRD9 (Tudor Domain
Containing 9), MOV10L1 (Mov10 Like RISC Complex RNA Helicase 1), MAEL (Maelstrom
Spermatogenic Transposon Silencer) e HSP90AA1 (Heat Shock Protein 90 Alpha Family
Class A Member 1) (Figuras 23, 26 e 30).
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Figura 17: Reguladores L1 com expressao alterada na via da biogénese de piRNAs.

Em Mus musculus, o fator de transcrico MYBL1 (MYB Proto-Oncogene Like 1) se liga a uma regiao
promotora candnica e inicia a transcricdo do piRNA primario. Ao mesmo tempo, MYBL1 também inicia a
expresséao de genes da via de piRNA (por exemplo, PIWIL2, PLD6). Os transcritos primarios possuem cap
5' e cauda poli(A). Apds, os transcritos primarios sdo exportados do nucleo, e processados por PLD6 e
demais moléculas envolvidas na biogénese de piRNAs. Moléculas em roxo apresentam reguladores L1

com expressao de transcritos alterada em DN.
Fonte: adaptado de (FABREGAT et al., 2018; WEICK; MISKA, 2014).

Por fim, a via de sinalizagdo de interferon alfa/beta (IAB) é reportada com
expressao alterada de reguladores de L1 em DN (Figura 18). Esta via é responsavel por
iniciar uma cascata de eventos em resposta a infecgdes virais (TEIJARO, 2016).

Os genes induzidos por interferons RNASEL e SAMHD1 (SAM And HD Domain
Containing Deoxynucleoside Triphosphate Triphosphohydrolase 1) apresentam alteragéo
significativa de expressao nas DN analisadas (Figura 33).

Nas diversas vias analisadas, foram observados reguladores de L1 com expresséo
alterada e exercendo papéis essenciais nas atividades destas vias. Nos préximos itens,
sdo apresentados, de forma individual, o perfil de expressao destes genes reguladores

de L1 e também seu papel na regulacéo de retroelementos L1.
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Figura 18: Reguladores L1 com expressao alterada na via de sinalizagao de interferon alfa/beta.

A estimulagéo do complexo de interferons (IFN) tipo | (IFNA/B), leva a ativagdo do complexo transcricional
de ISGF3, que compreende moléculas como STAT1 (Signal Transducer And Activator Of Transcription 1),
STAT2 (Signal Transducer And Activator Of Transcription 1) e IRF9 (Interferon Regulatory Factor 9). Apos,
este complexo ativa varios genes regulados por interferons como RNASEL e SAMHD1. Moléculas em roxo
apresentam reguladores L1 com expressao de transcritos alterada em DN.

Fonte: adaptado de (FABREGAT et al., 2018).

5.3.1 Expressao de reguladores L1 em tecidos cerebrais post mortem de DN

O perfil de expresséo dos reguladores de L1 é exibido através do diagrama de
Venn (Figura 19). Nele, as intersegdes indicam os reguladores que apresentam o mesmo
perfil de expressao entre diferentes DN (expressdo aumentada ou reduzida em amostras
para um determinado DN quando comparado com os respectivos controles). Observa-se
dois genes que apresentam o mesmo padrao de expressdo compartilhado entre ASD,
SCZ, BPD e RTT em células provenientes de tecidos cerebrais post mortem (Figura 19 e
Apéndice C — Tabela 7).
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Figura 19: Padrao de expressdo de moléculas reguladoras de L1 em DN para células provenientes
de tecidos cerebrais post mortem.

O Diagrama de Venn representa o nimero de reguladores L1 com um mesmo perfil de expresséo
(aumentada/reduzida) em amostras de ASD, SCZ, BPD e RTT em células provenientes de tecidos cerebral
post mortem. Variagao de expressao (fold-change) entre amostras controle e de DN considerando p < 0,05.
Fonte: o autor.

O primeiro gene, CALCOCO2, é um receptor de autofagia sendo responsavel pelo
inicio do processo de degradagcdo de transcritos L1 co-localizados em corpos de
processamento (P-Body) (GUO et al.,, 2014). Em todos os DN, é notada expressao
significativamente aumentada de transcritos deste gene quando comparado aos
respectivos controles (Figura 20).

Também é observada expressao significativamente aumentada nas amostras de
DN para o segundo gene, o fator de transcricdo SOX2 (SRY-Box 2), o qual é associado
a repressao da atividade e expressao de L1s (Figura 20). Um estudo observou que a
reducédo na expressao de SOX2 durante os estagios iniciais da diferenciagdo neuronal,
leva a aumentos na expressao e atividade de L1 (MUOTRI et al., 2005). Cabe ressaltar
que esta restricdo de L1 ocorre também durante a neurogénese em idade adulta
(MUOTRI et al., 2005).
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Figura 20: Reguladores L1 com mesmo perfil de expressao em ASD, BPD, RTT e SCZ.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD, BPD, RTT e SCZ para os genes CALCOCOZ2 e SOX2. Os graficos de barras mostram
a média + SD (desvio padrao). P-value: ™’ p < 0,05; ** p < 0,01; “*** p <0,001.

Fonte: o autor.

Através da analise de enriquecimento de vias com 49 reguladores de L1
apresentando perfis de expressao alterados em ASD, observa-se duas vias enriquecidas:
via da anemia de Fanconi (Figura 11) e a via de reparo de DNA por excisdo de
nucleotideos (Figura 12). Na via da anemia de Fanconi, sdo observados os seguintes
reguladores L1 com expressédo significativamente alterada em ASD: UBE2T, FANCB,
SLX4, PALB2 (Figura 21). Todos estes reguladores atuam reprimindo a expressao de
L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020).

Para a via de reparo de DNA por excisao de nucleotideos, sao reportados os
reguladores L1, ERCC2 e ERCC1 com expressao significativamente reduzida em ASD
(os mesmos também participam da via da anemia de Fanconi exposta anteriormente), e
o regulador de L1 PCNA, apresentando expressao significativamente aumentada em

ASD (Figura 22). ERCC1 e ERCC2 atuam de forma a reprimir a expressao e atividade
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de L1 (GASIOR; ROY-ENGEL; DEININGER, 2008). De forma antagbnica, PCNA coopera
de forma positiva na atividade de L1 (TAYLOR et al., 2013).
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Figura 21: Reguladores L1 em ASD participantes da via da anemia de Fanconi.
Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD para os genes ERCC1, FANCB, PALB2, SLX4 e UBEZ2T, participantes da via da anemia
de Fanconi. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001.

Fonte: o autor.
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Figura 22: Reguladores L1 em ASD participantes da via de reparo de DNA por excisao de
nucleotideos.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD para os genes ERCC1, ERCC2 e PCNA, participantes da via de reparo de DNA por
excisao de nucleotideos. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padréo). P-value: **' p <
0,05; ** p<0,01; *“** p <0,001.

Fonte: o autor.

S&o0 observados também, reguladores L1 com expressao significativamente
aumentada em BPD e que atuam na via da biogénese de piRNAs (Figura 17). Os
reguladores de L1 encontrados nesta via restringem sua expressao e atividade:
HSPY90AA1, PIWIL2, PIWIL4 e TDRDS9 (Figura 23). Foi observado que em camundongos
knockout para o gene Hsp90aa1, que é codificado para a proteina Hsp90a, apresenta
aumento da proteina ORF1p de L1 (ICHIYANAGI et al., 2014). Outro estudo também
observou que o gene PIWIL2 reprime a atividade de L1s em iPSC de humanos e odcitos
de camundongos (LIM et al., 2013; MARCHETTO et al., 2013; WATANABE et al., 2008).
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Figura 23: Reguladores L1 em BPD participantes da via da biogénese de piRNAs.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de BPD para os genes HSP90AA1, PIWIL4, PIWIL2 e TDRD9, participantes da via da biogénese
de piRNAs. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: *’ p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p<0,001.

Fonte: o autor.

5.3.2 Expressao de reguladores L1 em iPSC de DN

Para reguladores de L1 em ASD e RTT em células iPSC nao foram observados
reguladores em comum. Para reguladores de L1 em RTT, seis genes apresentam
expressao significativamente alterada (Figura 24 e Apéndice C — Tabela 8). Um deles, o
gene TEX19 (Testis Expressed 19) apresenta expressdo aumentada nas amostras
analisadas, € especifico de mamiferos e possui expressao restrita a células-tronco
pluripotentes e em células germinativas (KUNTZ et al., 2008). Também, em
camundongos, TEX19 reprime a expressédo de L1s em ESC a nivel pds-transcricional
(OLLINGER et al., 2008).

A analise também identificou os reguladores de L1, UBE2T e FANCDZ2, com perfil
de expressao significativamente aumentada em RTT (Figura 25), e que também fazem
parte da via da anemia de Fanconi (Figura 11). A literatura reporta que em células
germinativas de camundongos, Fancd2 co-ocupa o promotor de L1, reprimindo sua
expresséo e atividade. Evidéncias sugerem que essa repressao provavelmente envolve
marcas de histonas H2A/H4R3me2 catalisadas por Fancd2 e pelo gene Prmt5 (Protein
Arginine Methyltransferase 5) (NIE et al., 2020). Além disso, a proteina FANCD2 também
é importante para ativacdo do gene SLX4 (BREGNARD et al., 2016), outro regulador de
L1, e ambos atuam reprimindo a atividade de L1 (NIE et al., 2020).
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ASD

Figura 24: Padrao de expressdo de moléculas reguladores de L1 em iPSC de DN.

O Diagrama de Venn representa o nimero de reguladores L1 com um mesmo perfil de expresséo
(aumentada/reduzida) em amostras de ASD, RTT em iPSC. Variagdo de expressao (fold-change) entre
amostras controle e de DN considerando p < 0,05.

Fonte: o autor.
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Figura 25: Reguladores L1 em RTT participantes da via da anemia de Fanconi.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT para os genes FANCD2 e UBEZ2T, participantes da via da anemia de Fanconi. Os graficos
de barras mostram a média + SD (desvio padrdo). P-value: ' p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
Fonte: o autor.

Para reguladores de L1 com perfis de expresséao significativamente alterados em
ASD, sao observados 16 genes com expressao alterada (Figura 24). Através da analise
de enriquecimento de vias, os genes com expressao significativamente aumentada,
HENMT1, MAEL, MOV10L1 e TDRD1 (Figura 26), participam do processo de biogénese
de piRNA (Figura 17). Estes genes sao reportados como repressores da atividade de L1
(LIM et al., 2015; SHOJI et al., 2009; SOPER et al., 2008).
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Figura 26: Reguladores L1 em ASD participantes da via da biogénese de piRNAs.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD para os genes HENMT1, MAEL, MOV10L1 e TDRD1, participantes da via da biogénese
de piRNAs. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: *’ p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p<0,001.

Fonte: o autor.

5.3.3 Expressao de reguladores L1 em NPC de DN

Em NPC, cinco genes s&o reportados com expressao significativamente alterada
comuns a ASD e SCZ (Figura 27 e Tabela 10). Tais genes nao foram reportados até o
momento apresentando desregulagdo dentro dos disturbios abordados para este tipo
celular. Um destes genes, ZC3HAV1 (Zinc Finger CCCH-Type Containing, Antiviral 1),
possui capacidade de inibir a retrotransposicdo de L1 através da sua interacdo com o
transcrito de L1, o que ocorre em agregados citoplasmaticos que se co-localizam com
proteinas em granulos de estresse (GOODIER et al., 2015; MOLDOVAN; MORAN, 2015).

Para reguladores com expressao alterada em SCZ, a analise reporta os genes
MRE11A, PALB2 e XRCC2 com expressao significativamente aumentada nesta DN
(Figura 28). A analise de enriquecimento de vias expde estes genes atuando na via de
reparo de DNA por recombinagcdo homéloga (Figura 13).

Também sao observados os genes BECN1, CALCOCOZ2 e TP53 apresentando
expressao significativamente reduzida em ASD (Figura 29). Na analise realizada, estes
genes participam da via de mitofagia (Figura 16).

Outros dois genes, PIWIL4 e PLDG6, sao reportados com expressao
significativamente alterada em ASD (Figura 30) e, para esta analise, estdo associados

com a via de biogénese de piRNAs (Figura 17). Estes genes apresentam efeito inibitorio
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a atividade de L1 em diferentes tipos celulares (GOODIER et al., 2015; KOJIMA-KITA et
al., 2016; REUTER et al., 2011; WATANABE et al., 2011).

27 2 2

22

Figura 27: Padrao de expressao de moléculas reguladores de L1 em DN para NPC.

O Diagrama de Venn representa o numero de reguladores L1 com um mesmo perfil de expressdo
(aumentada/reduzida) em amostras de ASD, SCZ e RTT em NPC. Variagéo de expresséao (fold-change)
entre amostras controle e de DNs considerando p < 0,05.

Fonte: o autor.
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Figura 28: Reguladores L1 em SCZ participantes da via de reparo de DNA por recombinagao
homologa.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de SCZ para os genes MRE11A, PALB2 e XRCC2 participantes da via de reparo de DNA por
recombinacdo homologa. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padréo). P-value: ' p <
0,05; ** p<0,01; *“** p <0,001.

Fonte: o autor.
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Figura 29: Reguladores L1 em ASD participantes da via de mitofagia.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD para os genes CALCOCOZ2 e TP53 participantes da via de mitofagia. Os graficos de
barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: **’ p < 0,05; ** p < 0,01; “** p <0,001.

Fonte: o autor.
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Figura 30: Reguladores L1 em ASD participantes da via da biogénese de piRNAs.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD para os genes PIWIL4 e PLD6 participantes da via de biogénese de piRNAs. Os graficos
de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: ' p < 0,05; ** p < 0,01; *“** p <0,001.
Fonte: o autor.

5.3.4 Expressao de reguladores L1 em neurdnios de DN

Em neurbnios provenientes de cultura in vitro de amostras de ASD, RTT, BPD e
SCZ nao foram observados reguladores de L1 contendo um mesmo perfil de expresséo
entre todas as amostras (expressdao aumentada ou reduzida em amostras para um
determinado DN quando comparado com os respectivos controles) (Figura 31 e Apéndice
C - Tabela 9).
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39

Figura 31: Padrio de expressao de moléculas reguladores de L1 em DN para neurdnios
provenientes de cultura in vitro.

O Diagrama de Venn representa o numero de reguladores L1 com um mesmo perfil de expresséo
(aumentada/reduzida) em amostras de ASD, SCZ, BPD e RTT em neurdnios provenientes de cultura in
vitro. Variagao de expressao (fold-change) entre amostras controle e afetadas considerando p < 0,05.
Fonte: o autor.

Entretanto, foram encontrados 8 reguladores de L1 com o mesmo perfil de
expressao entre RTT e SCZ: APOBEC3C (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme
Catalytic Subunit 3C), DCLRE1C, DGCR8 (DGCR8 Microprocessor Complex Subunit),
MAEL, RAD50, RNASEL, SAMHD1 e UQCRH (Ubiquinol-Cytochrome C Reductase
Hinge Protein). Através da analise de enriquecimento de vias, os reguladores de L1
DCLRE1C e RAD50, com expressao significativamente aumentada nestas DN (Figura
32), participam da via unido de extremidade nao-homologa (Figura 14). Um estudo
observou, em linhagens celulares DT40 (Gallus gallus) com knockout para os genes
pertencentes a esta via, DCLRE1C, XRCC4 e XRCC6, uma redugédo na atividade de
retroelementos L1 transfectados de humanos, associando esta via a regulagcao de L1
(SUZUKI et al., 2009). Outro estudo expbs que a proteina RADS50 atua regulando
positivamente a atividade de L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020). O mecanismo de

regulacao de L1 por estas moléculas ainda nao foi determinado.
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Figura 32: Reguladores L1 em RTT e SCZ participantes da via de reparo da uniao de extremidade
nado-homédloga.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT e SCZ para os genes DCLRE1C e RAD50 participantes da via de reparo da unido de
extremidade ndo-homoéloga. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrdo). P-value: ' p <
0,05; ** p<0,01; *“** p<0,001.

Fonte: o autor.

Em RTT e SCZ ainda sao observados reguladores de L1 com expresséo
significativamente aumentada nestas DN (Figura 33), e participando da via de sinalizagao
de interferon alfa/beta (Figura 18). Um dos reguladores, a endoribonuclease RNASEL
atua restringindo a atividade de L1 em células humanas quando cultivadas em laboratorio
(ZHANG et al., 2014). Outro regulador, SAMHD1 atua na inibicdo de retrovirus, virus de
DNA e também da atividade de L1 (HU et al., 2015).
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Figura 33: Reguladores L1 em RTT e SCZ participantes da via de sinalizagao de interferon alfa/beta.
Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT e SCZ para os genes RNASEL e SAMHD1 participantes da via de sinalizagdo de
interferon alfa/beta. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: *’ p < 0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.

Fonte: o autor.

Em ASD e SCZ foram observados os reguladores de L1, E2F4 e TP53 com
expressao significativamente aumentada (Figura 34). Os fatores de transcricéo
pertencentes a familia E2F, incluindo o fator de transcrigdo E2F4, sdo capazes de ligar-
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se aregido promotora de L1s em células humanas e de camundongos, reduzindo sua
expressdao (MONTOYA-DURANGO et al., 2009). O gene TP53 é um fator de transcricao
que possui sitios de ligagcdo na regido 5' UTR de L1 e esta associado a restricdo da
atividade de L1 (WYLIE et al.,, 2016). Embora pesquisas ndo tenham associado a
atividade destes genes na regulacéo de L1 em neurdnios, novos estudos sdo necessarios
para avaliagdo da regulacdo de L1 neste tipo celular. Estes genes séo reportados em

nossa analise, participando da via de senescéncia celular (Figura 15).
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Figura 34: Reguladores L1 em ASD e SCZ participantes da via de senescéncia celular.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de ASD e SCZ para os genes E2F4 e TP53 participantes da via de senescéncia celular. Os
graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: **’ p < 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Fonte: o autor.

Foram encontrados também, 39 reguladores de L1 com expresséo alterada em
SCZ (Figura 31). Apos analise, identificamos a via de mitofagia (Figura 16) alterada, com
os genes CALCOCO2, BECN1 e SQSTM1, apresentando perfil de expressao (Figura 31)
reduzido nesta DN (Figura 35). Estes genes foram reportados atuando na represséo da
atividade e expresséo de L1 em linhagens celulares de Hela e HEK293T (GUO et al.,
2014).

Para reguladores L1 em RTT, 33 genes apresentam expressao alterada (Figura
31). Entre estes, os genes BRCA1, FANCM apresentam expressao reduzida em RTT,
enquanto os genes PALB2 e SLX4, expressdo aumentada (Figura 36). Através de nossa
analise, estes genes sao reportados participando da via de anemia da Fanconi (Figura
11). Em relagao a regulagao de L1, todos estes genes atuam reprimindo a atividade de
L1 (BREGNARD et al., 2016; LIU et al., 2018; MITA et al., 2020). A literatura reporta
também que a proteina BRCA1 liga-se ao transcrito de L1 no citoplasma levando a
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inibicdo da tradugédo de ORF2 e assim restringindo o processo de retrotransposi¢céo de
L1 (MITA et al., 2020).
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Figura 35: Reguladores L1 em SCZ participantes da via de mitofagia.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de SCZ para os genes BECN1, CALCOCO2 e SQSTM1 participantes da via de mitofagia. Os
graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: **’ p < 0,05; ** p <0,01; “*** p<0,001.
Fonte: o autor.
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Figura 36: Reguladores L1 em RTT participantes da via da anemia da Fanconi.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT para os genes BRCA1, FANCM, PALB2 e SLX4 participantes da via da anemia de
Fanconi. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrao). P-value: *’ p < 0,05; **' p < 0,01;
*** p<0,001.

Fonte: o autor.

Nesta mesma analise, foi identificado também um aumento de expressdo em RTT
dos genes reguladores de L1, CALCOCOZ2 e SP1 (Figura 37), ambos atuando na via de
mitofagia (Figura 16). A proteina SP1 modula positivamente a expressao de elementos
L1 (GOODIER, 2016), através da sua ligagdo a regido promotora de L1 (FEDOROV;
LUKYANOV; PODGORNAYA, 2006).
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Figura 37: Reguladores L1 em RTT participantes da via de mitofagia.

Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT para os genes CALCOCOZ2 e SP1 participantes da via de mitofagia. Os graficos de barras
mostram a média = SD (desvio padréo). P-value: *’ p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Fonte: o autor.

Além destes reguladores, foram observados os genes MRE11A, XRCC6 e PRKDC
com expressao significativamente aumentada em RTT (Figura 38), os quais participam
da via de unido de extremidade nao-homodloga (Figura 14). As proteinas PRKDC e
XRCC6 atuam inibindo a expressao/atividade de L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020;
MORRISH et al., 2007; SUZUKI et al., 2009), enquanto que proteina MRE11A atua
regulando positivamente a atividade de L1, favorecendo assim sua atividade (LIU et al.,
2018; MITA et al., 2020).
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Figura 38: Reguladores L1 em RTT participantes da via da unido de extremidade nao-homoéloga.
Os graficos mostram valores de expressdo normalizada (RLE) de transcritos para amostras controle e
amostras de RTT para os genes MRE11A, PRKDC e XRCC6 participantes da via da unido de extremidade
nao-homologa. Os graficos de barras mostram a média + SD (desvio padrdo). P-value: ' p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001.

Fonte: o autor.
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5.3.5 Associacgao entre genes reguladores de L1 e DN

Dentre os diversos genes reguladores de L1 explorados nos topicos anteriores,
varios compartilham processos bioldgicos especificos e potencialmente ligados ao
desenvolvimento de DN.

Alteracbes em vias de reparo de DNA sao relacionados a etiologia de DN. Em
probandos de ASD, foi reportado que a perda de fungdo do gene XRCC6 devido a
insercéo de um stop cédon prematuro no intron 9 (NC_000022.10:9.42053038T>G), esta
associada ao desenvolvimento do fendtipo de ASD, provavelmente devido a
desregulagcdo deste gene e consequentemente da via da unido de extremidade nao
homodloga (SJAARDA et al., 2020). Ainda, polimorfismos genéticos presentes em outros
genes envolvidos em vias de reparo de DNA, como o regulador de L1 XRCC4, foram
associados como fatores de risco ao desenvolvimento de SCZ (ODEMIS et al., 2015;
SAADAT; PAKYARI; FARRASHBANDI, 2008). Outro estudo associou o polimorfismo de
nucleotideo unico rs420259 do gene PALBZ2, participante da via de reparo DNA por
recombinagao homologa, como um fator de risco para o desenvolvimento de BPD (TESLI
et al., 2010). Por fim, foram relacionadas variantes genéticas em genes envolvidos na
biogénese de piRNAs, incluindo o regulador de L1 PIWIL2, com o desenvolvimento de
SCZ (ZHANG et al., 2012).

Para o gene TP53, participante de vias como a senescéncia celular, um estudo
identificou que o polimorfismo rs1042522 esta associado a suscetibilidade para o
desenvolvimento de BPD (YANG et al., 2019a).

Nas analises realizadas, foram encontrados genes desregulados que est&o
associados a via de mitofagia, como BECN1, CALCOCOZ2, SQSTM1 e SP1. Em diversos
trabalhos, ha a associagao da disfuncédo da remogao autofagica seletiva de mitocondrias
danificadas (ou mitofagia) com o potencial desenvolvimento de ASD (GIULIVI et al.,
2010), BPD (SCAINI et al., 2019), RTT (SBARDELLA et al., 2017) e SCZ (PRABAKARAN
et al., 2004). Neste contexto, um gene participante desta via, o fator de transcrigdo SP17,
que tem um papel central na transcricdo de genes envolvidos no crescimento e
diferenciagcao do sistema nervoso central, foi associado ao desenvolvimento de ASD
(THANSEEM et al., 2012). Este estudo observou alta expressédo da proteina SP1 em
amostras post mortem de pacientes com ASD (THANSEEM et al.,, 2012). Os dados
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gerados por este trabalho vem ao encontro dessa observagédo e reportam expressao
significativamente elevada do gene SP7 em neur6nios de RTT (p = 0.01) (Apéndice C -
Tabela 9).

Outro gene envolvido em processos autofagicos, BECN1, foi associado ao
desenvolvimento de SCZ. Através de um estudo que demonstrou em tecidos post-
mortem do hipocampo de individuos com SCZ, foi observada que a expressédo do gene
BECN1 apresenta uma diminuicao de 40% em comparacao com respectivos controles
(MERENLENDER-WAGNER et al., 2015). Os dados gerados por este trabalho expdem
também uma reducgao significativa de expressdo de BECN1 em amostras de tecidos post-
mortem de ASD (p = 0,001), BPD (p < 0,001) e SCZ (p = 0,004), em neurbnios de SCZ
(p =0,001) e em NPC de ASD (p = 0,038) (Apéndice C - Tabela 7, 9 e 10).

Também, em outro gene envolvido em processos autofagicos, CALCOCO?2, foi
identificada que sua perda de fungao levou ao fenétipo de ASD (DE RUBEIS et al., 2014).
Nos dados gerados por esta pesquisa foram encontrados niveis de expressao
significativamente reduzidos de CALCOCO2 em neurénios de SCZ (p <0,001) e em NPC
de ASD (p = 0,002) (Apéndice C - Tabela 9 e 10). Porém, para tecidos post-mortem,
nossos dados apresentam expressao significativamente aumentada de CALCOCOZ2 em
ASD (p < 0,001), BPD (p < 0,001), RTT (p = 0,043) e SCZ (p = 0,044) e também em
neurdnios de RTT (p < 0,001) (Apéndice C - Tabela 7 e 9).

Por fim, para o gene participante de processos autofagicos, SQSTM1, outro estudo
analisou amostras de sangue total de pacientes com BPD, e encontrou niveis de
expressdo significativamente reduzidos para o gene SQSTM1 e para a proteina
codificada por este gene, comparados a amostras controle (SCAINI et al., 2019). Para a
analise realizada, foi observado expressao significativamente reduzida de SQSTM1 em
amostras de NPC de ASD (p = 0,006) e SCZ (p = 0,031), expressado reduzida em
neurdnios de SCZ (p = 0,009), e expressao aumentada em células provenientes de
tecidos post mortem de ASD (p = 0,019) (Apéndice C - Tabela 7, 9 e 10).

Os dados da literatura, bem como os dados gerados por esta pesquisa, sugerem
que diversos genes participantes de processos bioldgicos especificos e que atuam na
regulacéo de retroelementos L1 também estdo associados, ou sdo potenciais candidatos

ao desenvolvimento de DN. Neste contexto, no proximo item, sera analisado um processo
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celular especifico, o processo da autofagia. Através de analises, foi identificado um gene
pertencente a esta via que esta associado a fenodtipos encontrados em DN, e

apresentamos este, como um potencial regulador de retroelementos L1.

5.4 Regulacgao de retroelementos L1 e via de autofagia

A analise dos dados permitiu observar em células cerebrais alta expressao de
transcritos L1, bem como, reguladores da atividade de L1 e processos biolégicos
alterados em amostras de DN. Dentre os reguladores da atividade de L1 alterados, os
genes BECN1, CALCOCOZ2 e SQSTM1 atuam diretamente em processos autofagicos.

O processo autofagico (ou macroautofagia), envolve a formagéo de uma vesicula
de membrana dupla chamada autofagossomo. A iniciagdo deste processo inclui a
molécula mTORC1 (mammalian Target of Rapamycin Complex 1), a qual, em condi¢des
ricas em nutrientes, atua inibindo o catabolismo celular através da repressdo da
maquinaria de autofagia, que compreende quatro complexos macromoleculares
principais: complexo ULK (mammalian Unc-51-Like Kinase) - que contém a molécula
ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1); complexo PI3K (Phosphoinositide 3-
Kinase - class Ill) - que inclui moléculas como BECN1 (Beclin 1) e PIK3C3
(Phosphatidylinositol 3-Kinase Catalytic Subunit Type 3); sistema de conjugagao
“ubiquitin-like” — composta de moléculas como ATG12 (Autophagy Related 12) e LC3
(Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3); e proteinas de transmembrana,
como ATGY9A (Autophagy Related 9A) (ABADA; ELAZAR, 2014; RABANAL-RUIZ;
OTTEN; KOROLCHUK, 2017) (Figura 39).

Buscando ampliar a compreenséo sobre a remoc¢ao de L1 em células cerebrais,
foram investigados genes que interagem com algum daqueles ja relacionadas na
remogao de L1s na via autofagica (BECN1, CALCOCO2 e SQSTM1), e que tenham
alguma relagdo com processos envolvidos no neurodesenvolvimento e o DN.

A partir da via de autofagia, foram analisadas a expresséo de todos os genes desta
via com relagdo aos reguladores de L1 do trio discutido anteriormente. Foram
considerados para esta analise os dados de expressado de transcritos para células
cerebrais gerados/obtidos por esta pesquisa (N = 729), separando os conjuntos de
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amostras controle (N = 402) e de DN (N = 327). Também foram obtidos dados do projeto
GTEXx (Genotype-Tissue Expression) (LONSDALE et al., 2013), referentes a expressao
de transcritos oriundos de amostras de individuos sadios, e de diferentes tipos celulares
como os provenientes de ceérebro, tecido adiposo, glandula adrenal, bexiga, sangue,
medula 6ssea, colon, eséfago, coragao, rim, figado, pulmédo, musculo, ovario, pancreas,
pele, bago, estbmago, utero e testiculo (N = 17382). Para estes dados, foi realizada uma
filtragem separando um conjunto gerado a partir de células cerebrais (N = 2642) e outro
conjunto com os demais tipos celulares (N = 14740).
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Figura 39: Via de autofagia em células humanas.

O processo candnico da autofagia compreende quatro complexos macromoleculares principais: complexo
ULK no qual participam moléculas como a ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1), ATG101
(Autophagy Related 101), RB1CC1 (RB1 Inducible Coiled-Coil 1) e ATG13 (Autophagy Related 13);
complexo PI3K, que inclui moléculas como BECN1 (Beclin 1) e PIK3C3 (Phosphatidylinositol 3-Kinase
Catalytic Subunit Type 3); sistema de conjugagéo “ubiquitin-like”, composta de moléculas como ATG12
(Autophagy Related 12) e LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3); e proteinas
transmembrana, como ATG9A (Autophagy Related 9A). Apés a inibi¢cdo da proteina mTORC1 (mammalian
Target of Rapamycin Complex 1), ocorre a iniciagdo do fluxo autofagico através da regulacdo dos
complexos ULK1 e PI3K.

Fonte: adaptado de (KANEHISA; GOTO, 2000).

Através da analise do coeficiente de correlagdo de Spearman, foi detectada alta
correlagéo na expressao dos genes AMBRA1 (Autophagy And Beclin 1 Regulator 1) e
BECN1 em células cerebrais saudaveis (r = 0,80 e r = 0,73) (Figura 40A-40C). Quando
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observa-se a correlagao entre estes mesmos genes em amostras de DN, é exposta uma
menor correlagéo (r = 0,63) (Figura 40D). Ja a correlagao entre AMBRA1 e BECN1,
considerando os demais tipos de tecidos, observa-se o menor valor de correlagcdo quando
comparadas com as demais analises (r = 0,43) (Figura 40B).
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Figura 40: Correlagdo de expressdao dos genes AMBRA1 e BECN1 em células cerebrais e nao
cerebrais.
As analises de correlagao para os niveis de expressado de transcritos, consideram dados normalizados
(TPM - Transcripts Per Million). IC: intervalo de confianga; r: coeficiente de correlagdo de Spearman. A.
Anadlise do coeficiente de correlagdo de Spearman entre os genes AMBRA1 e BECN1 para células
cerebrais provenientes do projeto GTex. B. Analise do coeficiente de correlagdo de Spearman entre os
genes AMBRA1 e BECNT para células de tecido adiposo, glandula adrenal, bexiga, sangue, vaso
sanguineo, medula éssea, coélon, esdfago, coragao, rim, figado, pulméo, musculo, ovario, pancreas, pele,
baco, estdmago, uUtero e testiculo provenientes do projeto GTex. C. Analise do coeficiente de correlagéo
de Spearman entre os genes AMBRA1 e BECNT1 para células cerebrais saudaveis (grupo controle)
oriundas de dados gerados/obtidos por esta pesquisa. D. Analise do coeficiente de correlagdo de Spearman
entre os genes AMBRA1 e BECN1 para células cerebrais de pacientes com DN provenientes de dados
gerados/obtidos por esta pesquisa.
Fonte: o autor.
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A partir desta observacéo, foi realizada uma analise da literatura para verificar em
detalhes a relagdo de AMBRA1 com o processo de autofagia, e principalmente se ha
dados correlacionando este gene com a atividade de L1. A proteina AMBRA1, antes da
indugao da autofagia, encontra-se ligada a um complexo de dineina. Apds a indugéo da
autofagia, a fosforilagdo mediada por ULK1 libera AMBRA1 deste complexo, o que resulta
na sua translocagdo juntamente com a proteina BECN1 e PIK3C3 para o reticulo
endoplasmatico (do inglés, Endoplasmic Reticulum - ER), onde participam da biogénese
de autofagossomos (FIMIA et al., 2007). Além disso, em estagios iniciais apds a indugao
da autofagia, AMBRA1 promove a ubiquitinagdo da proteina ULK1 através de cadeias de
ubiquitina ligadas a lisina 63. Esta modificagdo é essencial para a auto-associagao da
proteina ULK1, sendo mediada pela proteina TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor
6), que interage com o complexo AMBRA1-ULK1. Esse mecanismo representa um ciclo
no qual AMBRA1 participa no ajuste da resposta autofagica, aprimorando a capacidade
de sinalizacao da proteina ULK1 (Figura 39) (NAZIO et al., 2013).

Também, em um estudo que induziu a superexpressao dos gene AMBRA1 em
células humanas, foi observada a ativagdo do processo autofagico (FIMIA et al., 2007).
Além disso, a diminuicdo da expressao de AMBRA1 resulta na reducdo da resposta
autofagica (FIMIA et al., 2007). Outro estudo observou que em fibroblastos humanos, a
reducdo dos niveis da proteina AMBRA1 reduzem também os niveis de BECN1,
comprometendo o estagio inicial da formagao dos autofagossomos (DI BARTOLOMEO
etal., 2010).

Além da atuagdo de AMBRA1 na via de autofagia, foi levantada a relag&o entre
AMBRA1, neurodesenvolvimento e DN. AMBRA1 desempenha um papel fundamental
durante a embriogénese de vertebrados, sendo altamente expresso no sistema nervoso
central (SNC) (FIMIA et al., 2007; VAZQUEZ et al., 2012). A deficiéncia da proteina
Ambra1 em embrides de camundongos causa defeitos graves do tubo neural que estao
associados ao comprometimento da autofagia, proliferacdo celular excessiva nos
estagios iniciais da formagéao do tubo neural. Isso € seguido por um aumento da apoptose
e acumulo de proteinas ubiquitinadas no neuroepitélio, levando a letalidade embrionaria

(FIMIA et al., 2007). Com base nesta evidéncia, Ambra1 é uma proteina essencial para
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controlar a proliferagédo celular e a sobrevivéncia celular durante o desenvolvimento do
SNC. Na vida adulta, foi observado em camundongos que a proteina Ambra1 juntamente
com Becn1 é vital para a manutengdo das células-tronco neuronais dentro da zona
subventricular do cérebro (SVZ), controlando o nivel de neurbnios imaturos e
promovendo a sobrevivéncia de células precursoras neurais (YAZDANKHAH et al.,
2014).

Varias condigbes patologicas, principalmente relacionadas ao sistema nervoso,
tem sido associadas a molécula AMBRA1. Rietschel e colegas observaram uma forte
associacao entre SCZ e uma variante genética (rs11819869) de AMBRA1 (RIETSCHEL
et al,, 2012). Outro estudo realizou uma analise comportamental abrangente de
camundongos heterozigotos para o gene Ambra1 (Ambra1*-) e revelou um fenotipo
semelhante aos encontrados em ASD, incluindo interagdes sociais comprometidas, uma
tendéncia a exibir estereotipias ou comportamentos repetitivos e flexibilidade cognitiva
prejudicada (DERE et al., 2014). Um estudo de associagao genética baseado em
fendtipo, revelou uma correlagéo entre a variante genética de AMBRA1 (rs3802890) com
caracteristicas autistas em camundongos. (MITJANS et al., 2017).

Além das evidéncias sobre a atuacdo de AMBRA1 na via autofagica,
neurodesenvolvimento e relacionamento com DN, buscou-se dados que aprofundem a
relacdo entre AMBRA1 e BECN1. A nivel de transcritos, ndo € reportado na literatura
padrbdes de co-expressao para os genes AMBRA1 e BECN1.

Com base nos dados gerados por esta pesquisa e dados da literatura, foi possivel
confirmar a forte relacdo entre AMBRA1 e processos do neurodesenvolvimento, a alta
correlagao de expressao de transcritos em células cerebrais entre AMBRA1 e BECN1, e
a interagado fundamental entre estas proteinas para a ocorréncia adequada do processo
autofagico. Com base nos dados da literatura, o fato de que BECN1 € um regulador
comprovado da atividade de L1, e que ha alta correlagdo entre BECN1 e AMBRA1,
hipotetiza-se fortemente, que os niveis de regulacdo de AMBRA1 na via autofagica vem
a interferir diretamente na atividade de L1s em células cerebrais (Figura 41). O processo
autofagico, vital para a fungédo celular adequada, € extremamente essencial na
manutengcdo do equilibrio celular em situagdes de instabilidade genética. Uma das

maiores fontes de instabilidade genética é causada pela atividade de retroelementos L1,
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0 que pode ocasionar eventos de translocacoes, delegdes, inversdes e amplificagdes no
DNA nuclear (ELBARBARY; LUCAS; MAQUAT, 2016). Além disso, esta atividade é
considerada como uma das maiores fontes geradoras de DNA citosdlico (STETSON et
al., 2008). Através da analise realizada nesta pesquisa, observou-se alta expressao de
transcritos L1 em células cerebrais humanas. Este acumulo de DNA pode provocar
toxicidade celular, e para a manutencao de niveis de homeostase celular adequados, a

via de autofagia deve realizar remocao eficiente de seu acumulo.
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Figura 41: Regulagao de L1 via processo autofagico.

A fosforilagdo promovida por mTORC1 no complexo ULK1-AMBRAA1, resulta na inibigdo da autofagia. Apos
a indugéo da autofagia, a fosforilagdo mediada por ULK1 promove a translocagdo de AMBRA1 juntamente
com a molécula BECN1 para o reticulo endoplasmatico (ER) onde participam da biogénese de
autofagossomos. AMBRA1 promove também a ubiquitinagdo de ULK1, essencial para a auto-associagéo
da ULK1 mediada pela molécula TRAF6. A regulagéo de L1 na via de autofagia é realizada por meio das
moléculas BECN1 e dos receptores de autofagia CALCOCO2 e P62. Estes receptores direcionam os RNAs
provenientes de L1s localizados em corpos de processamento (P-Body) e granulos de estressse (SG) para
degradagéo autofagica.

Fonte: o autor.

Assim, hipotetiza-se também que, apds indugao autofagica, células cerebrais
humanas com expressao reduzida de AMBRA1 podem apresentar maior expressao de
elementos L1, bem como maior numero de insergbes (atividade) destes no genoma

nuclear. Também, em células knockout para AMBRA1, as quais podem apresentar alta
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concentracido de transcritos e proteinas oriundas de L1 no citoplasma, se induzirmos a
superexpressao de AMBRA1 nestas células, € esperado que haja indugao autofagica, a
interacdo entre as moléculas AMBRA1 e BECN1 seja restabelecida, o fluxo autofagico
volte a ocorrer de forma equilibrada e assim, haja a remogao de L1s no citoplasma,

reduzindo sua atividade.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho explorou a relagdo entre a regulagdo de retroelementos L1 e os
disturbios do neurodesenvolvimento, ASD, BPD, RTT e SCZ. Existe uma forte ligagéo
entre o desenvolvimento destes disturbios e a regulacéo de L1, dada a observagao de
diversas moléculas que regulam L1 relacionadas ao desenvolvimento destes disturbios.
Assim, este trabalho buscou contribuir no entendimento de como o processo de
expressdo e atividade de elementos L1 ocorre a partir da analise de dados de
sequenciamento em larga escala de RNA oriundos de células cerebrais de pacientes
portadores de DN.

Neste sentido, o primeiro passo foi dado através da criagdo de uma base de
anotacgdes de retroelementos L1, que oferece um catalogo amplo de anotagdes destes,
tanto com sequéncias completas do elemento L1, quanto com suas regides, 5’UTR,
ORF1, intron, ORF2 e 3'UTR. O catalogo foi criado para o genoma de referéncia humano
(base de anotagdes L1RG-REF e L1CP-REF) e para os genomas individuais de um
Caucasiano e um Asiatico (base de anotagbes L1RG-IND e L1CP-IND). Tais bases de
anotacdes sdo um recurso importantissimo para o estudo individualizado de regides L1
para experimentos baseados em humanos. Estas bases diferem de outras anotagoes L1
por exporem elementos que contém todas as regides L1 e, assim, oferecem um
panorama da localizagao exata de cada elemento no genoma, além de permitirem inferir,
a partir de novas analises in silico, quais loci apresentam assinatura de elementos L1
potencialmente ativos. Além disso, elementos conflitantes foram eliminados por meio do
uso de sequéncias de consenso e anotagdes de sequéncia baseadas em similaridade.
Também, foi ampliada a compreensao da distribuicdo de L1 em genomas individuais,
incluindo anotagdes de regides L1 e elementos L1 de comprimento total para os
genomas individuais Asiatico e Caucasiano, permitindo assim, a analise de L1 a nivel
alélico. Por fim, para a criagado desta base de anotagdes, foi desenvolvido um software
para a identificacdo automatica de elementos L1 no genoma humano, e que pode ser
estendido para genomas de diferentes organismos.
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Através desta base, foi possivel avaliar o perfil de expressédo de L1s em
diferentes tipos celulares e DN. Foi avaliada a expressado destes retroelementos
considerando todas as subfamilias L1 e também de forma individualizada para a
subfamilia L1HS, que concentra elementos L1 capazes de realizar novas insergdes no
genoma humano. Os dados gerados por esta pesquisa demonstraram alta expresséo de
transcritos L1 em todos os tipos celulares cerebrais e DN. Em nivel de transcritos isso
expde um ambiente onde, através da desregulacdo oportuna de moduladores da
atividade de L1s, podem ocorrer novas inser¢gdes destes no genoma nuclear, bem como
a mobilizacédo de outros retroelementos, o que pode levar ao aumento da instabilidade

gendmica.

Além destes dados de expressao de L1, foram avaliadas também a expressao
de genes reguladores de L1 para diferentes tipos celulares e DN. Para isso, foi realizada
uma revisao sistematica da literatura e criado um atlas unico de 158 genes que modulam
a expressao e atividade de L1s. Como resultado desta revisdo, pode-se contextualizar
como estes reguladores atuam a nivel pré-transcricional e pds-transcricional na
regulacéo de L1s, fornecendo um panorama geral dos processos biologicos envolvidos.
A analise realizada mostrou um contexto que engloba inumeras moléculas reguladoras
com perfis de expresséao significativamente alterados em DN, o que, juntamente com a
alta expressao de L1s observada em células cerebrais, gera um ambiente favoravel para
0 processo de retrotransposicdo ocorrer. Além disso, para cada tipo celular e DN,
também foram listados diversos processos bioldgicos nos quais estes genes reguladores
de L1 atuam. Processos de reparo de DNA genémico como a via de anemia da Fanconi,
via de reparo de DNA por excisao de nucleotideos, via de unido de extremidade nao-
homologa e a via de reparo de DNA por recombinagdo homologa, apresentam genes
com expressao significativamente alterada nas amostras analisadas. Foram observados
também outros processos bioldgicos alterados nos dados analisados, como a sinalizagéao
de interferon alfa/beta, senescéncia celular, biogénese de piRNAs e mitofagia.

Observando as diversas moléculas com expressao significativamente alterada
participantes da via de mitofagia, foi explorado também seu contexto mais amplo, o
processo bioldgico da autofagia na regulagdo de L1s. Através da analise realizada, foi
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identificado o gene AMBRA1 como uma forte candidato a regulador de L1s em células
cerebrais humanas. Este gene esta associado ao desenvolvimento do sistema nervoso
central, neurogénese e também esta relacionado com condi¢des patologicas cerebrais.
Foram analisados mais de dezoito mil amostras e observamos que em cérebro, o gene
AMBRA1 tem um alto grau de correlagdo com BECN1, este ultimo, ja relacionado como
regulador de L1s. Também, a analise realizada sugere que a remocgéao de L1s realizada
por BECN1, ocorre em um nivel mais amplo, através da interacdo com AMBRA1, o que

nos direciona a hipétese de AMBRA1 como uma nova molécula reguladora de L1.

Por fim, este trabalho, além dos resultados reportados, gerou um repertério de
informagdes que poderédo ser utilizadas como ferramentas em outras pesquisas de forma
a expandir o conhecimento sobre a regulagdo de L1s e também ao desenvolvimento de
DN.
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7 PERSPECTIVAS

A presente pesquisa apresenta diversas perspectivas que se baseiam na
continuidade dos trabalhos para complementar as contribuigdes realizadas. Desta forma,
as principais perspectivas desta pesquisa sao listadas a seguir:

o Insercdo de L1 associados com genomas individuais: A partir da criagéo

das bases de anotagbes de L1 em genomas individuais, € possivel verificar se

ha inser¢cdes especificas que associem diferengas gendmicas entre individuos
relacionados unicamente com a atividade de L1.

o Gene AMBRA1 como um novo regulador da atividade de L1: nas analises

realizadas, através da avaliagdo da via de autofagia, foi exposto o gene

AMBRA1, que desempenha papel fundamental nesta via e também surge como

um gene altamente provavel em realizar a regulagdo de L1. Para complementar

estes resultados, € interessante a realizagao de ensaios in vitro para explorar o

ganho e perda de fungdo de AMBRA1 em células humanas. Nestes ensaios, sao

esperados que, nas células avaliadas, ocorra ativagdo da via de autofagia,
através da auséncia de nutrientes celulares ou através da indugédo por meio de
drogas como rapamicina, as células onde AMBRA1 encontra-se com expressao
atenuada, sofra um aumento de expressdo e atividade de L1. De forma
complementar, o aumento de expressdao de AMBRAT nestas células, deve
induzir o processo autofagico per se e reduzir a expressao e atividade de L1.

Ainda, estes ensaios devem analisar o comportamento de proteinas ja

relacionadas com regulagéo de L1, como BECN1, CALCOCO2 e SQSTM1, e

assim relacionar o impacto de AMBRA1 na regulagdo de L1s, dentro de um

contexto mais amplo nesta via.

o Mapeamento in silico de retroelementos L1 potencialmente ativos: Esta

pesquisa mapeou os loci de insergcdes L1 em todas as amostras analisadas.

Através destas informacgdes, podem ser geradas analises in silico que

identifiquem Jloci com alta expressao de transcritos L1. Com isso, pode-se

mapear retroelementos L1 potencialmente ativos dentro de diferentes tecidos e
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também de DN, fornecendo meios para o desenvolvimento de novas técnicas
que visem a identificacdo da atividade de L1.

. Criacdo de um mapa de regulacdo de L1: Também, com os dados de
expressao gerados por esta pesquisa, sera possivel, além de identificar novos
reguladores de L1, criar um mapa de regulagdo de L1 a nivel de multiplos
processos biolégicos, como através da interagdo de vias do sistema imune com
sistema de reparo de DNA e processo autofagico. Isto vem na diregdo da
identificacdo de uma possivel assinatura, a nivel de multiplas vias, que revele a
desregulacdo de retroelementos L1 e que possa levar a um potencial
desenvolvimento de DN.
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8 ATIVIDADES COMPLEMENTARES

Como parte complementar desta pesquisa, foram propostas atividades que
envolveram a participacdo em eventos, publicagdo de artigos e a realizagdo de
colaboragdes de pesquisa cientifica com pesquisadores de outras instituicdes nacionais

e internacionais.
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APENDICE A - REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA PARA LEVANTAMENTO
DE GENES PARTICIPANTES DO PROCESSO DE REGULAGAO DE
RETROELEMENTOS L1

Uma revisao sistematica da literatura (RSL), baseada no protocolo desenvolvido
por Kitchenham e Charters (2007), foi empregada para identificar o conhecimento atual
a respeito de reguladores de retroelementos L1. Buscas para identificar artigos com esta
informacéao foram realizadas nas bases de dados PubMed e Scopus até 15 de agosto de
2020.

A fim de incluir todos os estudos existentes a respeito do tema considerado, os
seguintes termos e seus respectivos sindbnimos foram empregados: combinacao de
palavras-chave para L1, combinacdo de palavras-chave para denotar
controle/restricao/ativacdo e palavras-chave para vias/mecanismos envolvidos na
regulacéo de L1, resultando em uma combinagao de palavras-chaves para a construgao
da busca (Tabela 4). Os resultados obtidos na busca eletrbnica foram extraidos
diretamente para uma planilha do Excel e tabuladas com as seguintes informacgdes:
Autor, titulo, ano, revista, volume, edigdo, DOI, Link e base de dados. Em seguida foi
realizada uma triagem para remover artigos duplicados para entao realizar a selegao dos
artigos relevantes para a revisdo sistematica de literatura.

Apo6s a remogéo dos trabalhos duplicados, cada titulo e resumo foram revisados
por dois autores. Estes trabalhos pré-selecionados foram entdo analisados pelo seu
conteudo completo a fim de identificar somente os estudos que atendem os critérios de
inclusao.

Foram definidos como critérios de incluséo: i) fatores moleculares que regulem
a expressao/atividade de retroelementos pertencentes a familia de retroelementos L1; ii)
fatores moleculares avaliados em humanos e demais espécies animais; iii) estudos
publicados até 15 de agosto de 2020.

Com base nos critérios definidos para esta revisao, foram extraidos 7130 artigos
a partir da base de busca PubMed e 5670 artigos da base Scopus. Aplicando-se os
critérios de inclusdo e exclusdo, 122 trabalhos foram utilizados para coleta das
informacdes (Figura 42).
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Tabela 4: Parametros de busca utilizados para levantamento de moléculas reguladoras de
retroelementos L1.

Base de

Dados

Parametros de Busca

PubMed

("L1* element*"[TIAB] OR "L1* retrotransposition"[TIAB] OR "L1* transposon*"[TIAB] OR "LINE
1*"[TIAB] OR "LINE-1*"[TIAB] OR "LINE1*"[TIAB] OR "Long interspersed nuclear
element*"[TIAB] OR "endogenous retroelement*"[TIAB] OR retrotransposition[TIAB] OR
retrotransposon*[TIAB] ) AND (accumulate*[TIAB] OR activate[TIAB] OR activation[TIAB] OR
activity[TIAB] OR clearing[TIAB] OR control[TIAB] OR damage*[TIAB] OR decrease*[TIAB] OR
defense[TIAB] OR degrade[TIAB] OR degrading[TIAB] OR derepression[TIAB] OR
facilitate[TIAB] OR frustrate[TIAB] OR increase*[TIAB] OR inhibit[TIAB] OR interact*[TIAB] OR
limit[TIAB] OR misregulation[TIAB] OR modulate*[TIAB] OR modulation[TIAB] OR
regulation[TIAB] OR regulatory[TIAB] OR relax*[TIAB] OR replication[TIAB] OR repress*[TIAB]
OR restrict[TIAB] OR restriction[TIAB] OR retards[TIAB] OR silence[TIAB] OR silencing[TIAB]
OR start[TIAB] OR stimulate*[TIAB] OR trigger[TIAB])

Scopus

TITLE-ABS-KEY ( "L1 element" OR "L1 retrotransposition” OR "L1 transposon” OR "LINE 1"
OR "LINE-1" OR "LINE1" OR "Long interspersed nuclear element" OR "Endogenous
retroelement” OR retrotransposition OR retrotransposon ) AND TITLE-ABS-KEY (
accumulate OR activate OR activation OR activity OR clearing OR control OR damage
OR decrease OR defense OR degrade OR degrading OR derepression OR facilitate OR
frustrate OR increase OR inhibit OR interact OR limit OR misregulation OR modulate
OR modulation OR regulation OR regulatory OR relax OR replication OR repress OR
restrict OR restriction OR retards OR silence OR silencing OR start OR stimulate OR
trigger ) AND ( LIMIT-TO ( SUBJAREA, "BIOC") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "MEDI") OR
LIMIT-TO ( SUBJAREA , "IMMU") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "NEUR") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "PHAR") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "CHEM"))

As seguintes informacgdes foram coletadas dos artigos selecionados: nome do

gene/proteina, espécie observada, tipo celular, tipo de atividade, familia L1 e dominios

da proteina.

Foram encontrados 158 genes reguladores de L1 atuando a nivel pré-

transcricional e pos-transcricional. Estes encontram-se dispostos na Tabela 5 e séo

explorados a seguir.
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Figura 42: Fluxograma de identificacao e selecao de artigos para a RSL.

Reguladores Pré-transcricionais de L1s
Regulagao de L1 mediada por metilagao do DNA
A metilacdo do DNA é uma modificagdo epigenética importante que regula varios
fendbmenos bioldgicos, incluindo impressdo gendmica e silenciamento de retroelementos
(HATANAKA et al., 2015; KATO et al.,, 2007). O processo de metilagdo do DNA é
mediado por DNA metiltransferases (DNMTs) (GOODIER, 2016).
Estudos mostram que os elementos L1 sdo metilados pelas proteinas DNMT1
(DNA Methyltransferase 1), DNMT3A (DNA Methyltransferase 3 Alpha), DNMT3B (DNA
Methyltransferase 3 Beta) e DNMT3L (DNA Methyltransferase 3 Like), as quais atuam
cooperativamente na supressao de L1 (KATO et al., 2007; LI et al., 2015; LIANG et al.,
2002). Dnmt3c (DNA methyltransferase 3C) encontrada nas células germinativas
masculinas de camundongos, € responsavel pela metilagdo dos promotores de

retroelementos e assim promovendo seu silenciamento (BARAU et al., 2016).
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Além das DNMTs, MORC1 (MORC Family CW-Type Zinc Finger 1) também pode
facilitar a metilagdo do DNA e repressdo de L1 na linha germinativa masculina de
camundongos (GOODIER, 2016; PASTOR et al., 2014).

A proteina SIRTG6 (Sirtuin 6) também reprime L1 ligando-se a regiao 5'UTR de L1
e promovendo a heterocromatizagao através da ribosilagédo de TRIM28 (Tripartite Motif
Containing 28) (VAN METER et al., 2014). TRIM28 é um co-repressor transcricional
essencial para o desenvolvimento normal e diferenciagéo celular (GOODIER, 2016) que
atua ligando-se a proteinas de ligagdo ao DNA (IYENGAR; FARNHAM, 2011). Foi
observado que ele atua controlando retroelementos durante o desenvolvimento
embrionario inicial (ROWE et al., 2010).

O gene ALKBH1 (AlkB Homolog 1, Histone H2A Dioxygenase) codifica uma
desmetilase para N6-metiladenina (WU et al., 2016). A auséncia de Alkbh1 leva ao
aumento da deposi¢cao de N6-mA nas extremidades 5' de retroelementos L1, acarretando
no silenciamento epigenético de tais retroelementos em células-tronco embrionarias de
camundongos. (WU et al., 2016).

MECP2 (Methyl-CpG Binding Protein 2) € uma proteina nuclear envolvida na
metilagdo global do DNA e doengas do neurodesenvolvimento humano (MUOTRI et al.,
2010; SKENE et al., 2010). Estudos demonstram que a deficiéncia da proteina MECP2,
resulta em transcrigéo elevada de elementos repetitivos (MUOTRI et al., 2010; SKENE
et al., 2010; YU, 2001). Por outro lado, quando presente, MECP2 liga-se a regido 5UTR
de L1 limitando sua expressao e retrotransposicao (YU, 2001).

ZBTB16 (Zinc Finger And BTB Domain Containing 16) € um regulador do
crescimento e diferenciagéo celular que se liga ao DNA de L1 (GOODIER, 2016). Esta
ligacdo altera a acetilagdo e metilagdo da cromatina local e acaba reprimindo a
expressao de L1 em células germinativas e progenitoras (PUSZYK et al., 2013).

Outra proteina, TARDBP (TAR DNA Binding Protein) € uma proteina de ligagao a
RNA (BHARDWAJ et al.,, 2013). A perda de TARDBP nuclear esta associada a
descondensagao da cromatina em torno de retroelementos e aumento a expressao de
L1 (LIU et al., 2019). A perda de TARDBP também leva ao aumento da retrotransposicéo
(LIU et al., 2019).
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A proteina SIRT7 (Sirtuin 7), participa da repressao transcricional epigenética de
todo o genoma L1 em células de camundongo e humanas (VAZQUEZ et al., 2019). Essa
repressdo a nivel pré-transcricional do retroelemento L1 ocorre via desacetilagado
H3K18Ac mediada por SIRT7 e promove a associagao de L1 com a lamina nuclear.

A histona desmetilase KDM4B ¢ frequentemente superexpressa em varios tipos
de céncer e possui capacidade de desmetilar H3K9me3 (TUMBER et al., 2017). Um
estudo mostrou que em células cancerosas, uma proporgéo significativa de H3K9me3
dependente de KDM4B, foi localizada em retroelementos L1 de forma a reprimir a
atividade de retrotransposicéo (XIANG et al., 2019). Além disso observou-se que a
superexpressao de KDM4B aumentou a eficacia de retrotransposicdo de L1. Ainda, a
superexpressao de KDM4B aumentou a eficacia de retrotransposicédo de L1 e danos ao
DNA (XIANG et al., 2019).

As proteinas MRE11A (MRE11 Homolog, Double Strand Break Repair Nuclease)
e RAD50 (RADS0 Double Strand Break Repair Protein), componentes do complexo MRN
(0 qual desempenha papel importante no reparo de quebra de fita dupla) atuam
regulando positivamente a atividade de L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020).

Ainda, a proteina UHRF1 (Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1)
€ um regulador chave entre a manutenc&o da metilagdo do DNA e nas modificagdes das
histonas (BOSTICK et al., 2007; HASHIMOTO et al., 2009). Esta proteina de multiplos
dominios, € responsavel pela repressdo de L1s participando através da metilagédo do
DNA, modificagao de histona e via piRNA. UHRF1 interage com PRMT5 (Protein Arginine
Methyltransferase 5) para regular as modificagdes repressivas da histona (H4R3me2s e
H3R2me2s) e coopera com a via PIWI durante a espermatogénese (DONG et al., 2019).

Regulagao de L1 mediada por modificagoes de histonas

Proteinas associadas a cromatina também sao responsaveis pela regulagcéo de
retroelementos. CHAF1(Chromatin assembly factor 1) € uma chaperona capaz de reunir
histonas H3 e H4 em DNA recém-sintetizado, durante a replicacdo e reparo do DNA
(CLEMOT et al., 2018). Estudos mostram que embrides de camundongos s&o protegidos
de retroelementos por modificagcdes repressivas de histonas mediadas por CHAF1
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(HATANAKA et al., 2015). Tais modificagdes incluem a substituicao de H3.3 por H3.1/3.2
e também a deposicdo de marcas repressivas de histona (como H4K20me3 e
H3K9me3), em regides contendo retroelementos L1 (HATANAKA et al., 2015). Ainda, a
marca epigenética H3K9me2 mediado por EHMT2 (Euchromatic Histone Lysine
Methyltransferase 2) também é um importante mecanismo para o silenciamento de L1
(DI GIACOMO et al., 2014). Ainda, foi observado que o acumulo de H3K9me3 mediado
pelas metiltransferases SUV39H1 e SUV39H2 em células-tronco embrionarias de
camundongos leva a repressao transcricional de L1s (BULUT-KARSLIOGLU et al.,
2014).

Também, a auséncia de KDM1A (Lysine Demethylase 1A) resulta em niveis
elevados das marcas H3K4me3 e H3K9me3 e também no aumento da atividade do L1
e dos niveis de proteina L1 ORF1 (ANCELIN et al., 2016).

Outra proteina observada na regulagédo de L1, é a SETDB1 (SET Domain
Bifurcated 1). A auséncia desta proteina em células humanas de leucemia mieldide
aguda (AML) levou a uma redugao de H3K9me3 e limitou a expressao de retroelementos
L1 (CUELLAR et al., 2017).

Nas células humanas, existe um complexo multiproteico, chamado de complexo
HUSH, que atua na repressédo epigenética (TCHASOVNIKAROVA et al.,, 2015). A
proteina MORC2 (MORC Family CW-Type Zinc Finger 2) junto com as proteinas MPP8
(M-Phase Phosphoprotein 8) e TASOR (Transcription Activation Suppressor), que sao
subunidades do complexo HUSH, atuam restringindo a atividade de L1z (LIU et al.,
2018). Estudos indicam que o complexo HUSH e MORC2 ligam-se a L1s e promovem a
deposi¢cao de marcas epigenéticas repressivas, como H3K9me3 (LIU et al., 2018). Tais
eventos de silenciamento geralmente ocorrem dentro de introns de genes
transcricionalmente ativos e levam a regulagdo negativa da expressdo do gene
hospedeiro de maneira dependente de HUSH, MORC2 e L1 (LIU et al., 2018).

Regulagdo de L1 mediada por proteinas de reparo de DNA
Algumas proteinas de reparo de DNA também desempenham papel regulatorio
em retroelementos L1. Estudos tem demonstrado resultados diferentes para o papel da
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proteina ATM (ATM Serine/Threonine Kinase) na retrotransposi¢cao de L1 (COUFAL et
al., 2011; GASIOR et al., 2006; WALLACE et al., 2012).

Em células humanas com deficiéncia de ATM (ESC, NPC derivados de ESC, NSC
e células HCT116), Coufal e colaboradores observaram um aumento na eficiéncia da
retrotransposigcédo de L1s (COUFAL et al., 2011). O mesmo resultado foi observado em
camundongos transgénicos knockout para ATM. Neste mesmo trabalho é relatado um
aumento no numero de copias de DNA L1 em amostras de cérebro de pacientes com
Ataxia-telangiectasia (AT) (COUFAL et al., 2011), uma doenga causada por mutagdes
autossOmicas recessivas que inativam ATM, fazendo com que os pacientes com AT
apresentem neurodegeneragao progressiva (SHILOH, 2001). Por outro lado, estudos
com linhagens celulares com niveis reduzidos de proteina ATM, levaram a diminuigédo
da atividade de L1 (GASIOR et al., 2006; WALLACE et al., 2012).

A via de reparo por excisao de nucleotideos (NER) é a principal via para remover
lesdes volumosas de DNA (SCHARER, 2013). Foi observado que trés proteinas
essenciais da via NER limitam a retrotransposi¢cao de L1: XPA (XPA, DNA Damage
Recognition And Repair Factor), ERCC2 (ERCC Excision Repair 2, TFIIH Core Complex
Helicase Subunit) e XPC (XPC Complex Subunit, DNA Damage Recognition And Repair
Factor) (AOTO et al., 2019; SERVANT et al., 2017).

A via de reparo de danos ao DNA da anemia de Fanconi (FA) possui proteinas
que colaboram em processos envolvendo a restauracdo da integridade do genoma,
reparando o DNA danificado (ESTEBAN-JURADO et al., 2016), atuando na replicagao
do DNA e controle do ciclo celular (HOWLETT et al., 2005; NAIM; ROSSELLI, 2009;
NAKANISHI et al., 2005). FANCD2 (FA Complementation Group D2) é um membro
chave da via FA (NIE et al., 2020). FANCD2 interage com componentes importantes das
vias Prmt5/piRNA especificas para células germinativas que atuam na represséao de
retroelementos (NIE et al., 2020). PMRT5 (Protein Arginine Methyltransferase 5), uma
arginina metiltransferase, € necessaria para a modificacdo repressiva da cromatina
H2A/H4R3me2 para retroelementos L1, levando a seu silenciamento durante a
hipometilacdo do DNA (KIM et al., 2014). Estudos mostram que Fancd2 e Prmt5 co-
ocupam o promotor de L1 (NIE et al., 2020), sugerindo que a via FA também participa da

repressao de retroelementos L1, provavelmente por meio de um mecanismo envolvendo
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marcas repressivas H2A/H4R3me2 catalisadas por Fancd2 e Prmt5 (NIE et al., 2020).
Além disso, FANCD2 também ¢é importante para ativagao de SLX4 (SLX4 Structure-
Specific Endonuclease Subunit) (BREGNARD et al., 2016), e ambos atuam também
reprimindo diretamente a retrotransposicdo de L1 e evitando o acumulo de acidos
nucléicos citoplasmaticos. Outro componente da via FA (MEETEI et al., 2005) e que
também participa da repressao de L1 € FANCM (FA Complementation Group M) (LIU et
al., 2018; MITA et al., 2020).

FANCB (FA Complementation Group B), que atua na ubiquitinagdo de FANCD2
(VAN TWEST et al., 2017), também reprime L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020). Por
outro lado, FANCA (FA Complementation Group A) leva a uma regulagao positiva de
retroelementos L1 (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020).

Outras duas proteinas, PALB2 (Partner And Localizer Of BRCA2) e XRCC2 (X-
Ray Repair Cross Complementing 2) desempenham papel critico na via de reparo DNA
por recombinagdo homologa (HRR) (BUISSON; MASSON, 2012; CAPPELLI et al., 2011)
e sao capazes de regular de forma distinta retroelementos L1. Enquanto PALB2 regula
negativamente a atividade de L1, XRCC2 ativa a retrotransposi¢éo de L1 (LIU et al.,
2018; MITA et al., 2020). Ainda, XRCC6 (X-Ray Repair Cross Complementing 6),
desempenha papel importante na translocagcéo de cromossomos e regula negativamente
a atividade de L1s (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020; SUZUKI et al., 2009).

As proteinas NCAPH2 (Non-SMC Condensin Il Complex Subunit H2) e NCAPD3
(Non-SMC Condensin Il Complex Subunit D3) sao subunidades reguladoras do
complexo Condensina II, um complexo que estabelece a arquitetura cromossdmica
mitotica e esta envolvida na rigidez fisica do eixo da cromatide (ONO et al., 2003).
NCAPH2 e NCAPD3 interagem com membros do complexo Inibidor de Tradugao Ativado
por Interferon Gama (GAIT), e se associam ao RNA de L1 o que resulta na repressao
da atividade de L1 (WARD et al., 2017).

PARP1 (Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1) e PARP2 (Poly(ADP-Ribose)
Polymerase 2) promovem a poli-ADP-ribosilagao de proteinas e também sao importantes
no reparo do DNA (VYAS et al.,, 2014). Ambas atuam regulando de forma positiva
retroelementos L1 (MIYOSHI; MAKINO; MORAN, 2019; TAYLOR et al., 2013).
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Regulagao de L1 mediada por fatores de transcricao

A regido 5’UTR do L1 abriga locais de ligagéo para alguns fatores de transcrigéo:
RUNXS3 (Runt Related Transcription Factor 3), SOX11 (SRY-Box 11), SOX2 (SRY-Box
2), SP1 (Sp1 Transcription Factor) (RICHARDSON et al., 2015) e YY1 (YY1 Transcription
Factor) (BECKER et al., 1993).

RUNXS tem papel importante para aumentar a transcricdo e retrotransposigao de
L1. Mutagdes no primeiro sitio de ligacdo de RUNX na regido 5'UTR de L1HS, reduziram
significativamente a interagao, transcrigao e retrotransposi¢ao de L1 (YANG et al., 2003).
SOX11 regula positivamente a atividade do retroelemento L1 durante a diferenciagédo
neuronal ligando-se a regido promotora de L1 (ORQUEDA et al., 2018; TCHENIO;
CASELLA; HEIDMANN, 2000). A redugao na expressao de SOX2 durante os estagios
iniciais da diferenciagao neuronal leva a aumentos na transcricao e retrotransposicao de
L1 (MUOTRI et al., 2005). O sitio de ligagdo a YY1 funciona como um componente
essencial para direcionar o inicio preciso da transcricdo do promotor de L1s
(ATHANIKAR; BADGE; MORAN, 2004; LEE et al., 2010).

SP1 modula a expressdo de elementos transponiveis (GOODIER, 2016). Um
estudo in vitro, mostrou que a proteina SP1 se liga especificamente ao promotor L1 de
camundongos (FEDOROV; LUKYANOV; PODGORNAYA, 2006).

Outros fatores de transcricdo que também regulam L1 incluem: TP53 (Tumor
protein p53) (HARRIS et al., 2009), ZNF91 (Zinc Finger Protein 91), ZNF93 (Zinc Finger
Protein 93) (CASTRO-DIAZ; FRIEDLI; TRONO, 2015; JACOBS et al., 2014), E2F1(E2F
Transcription Factor 1) e E2F4 (E2F Transcription Factor 4) (MONTOYA-DURANGO et
al., 2009, 2016) que atuam restringindo a expressao L1, além dos fatores ETS1 (ETS
Proto-Oncogene 1, Transcription Factor) (WANG et al., 2015) e RAD21 (RAD21 Cohesin
Complex Component ) (XU et al., 2014) que atuam de forma a aumentar a expressao de
L1s e por fim temos AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) que pode regular tanto de forma
negativa como positiva a atividade de L1 (MIRET et al., 2020; MULERO-NAVARRO;
FERNANDEZ-SALGUERO, 2016; ROMAN et al.,, 2008; TENENG; STRIBINSKIS;
RAMOQOS, 2007).
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Regulagdo de L1 mediada por outras proteinas celulares

O complexo de ribonuclease HIl (RNase HIl) € composto de trés subunidades
RNASEH2A (Ribonuclease H2 Subunit A), RNASEH2B (Ribonuclease H2 Subunit B) e
RNASEH2C (Ribonuclease H2 Subunit C) e possui fungao critica no metabolismo de
acido nucleicos (SHABAN et al., 2010). Estudos mostram que RNase HIl € necessario
para uma retrotransposicao eficiente de L1 (BENITEZ-GUIJARRO et al., 2018). Isso
ocoorre através da degradagcédo do RNA de L1 apds a transcrigéo reversa, via RNase Hll,
permitindo que a retrotransposi¢ao seja concluida.

CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) desempenha papel importante
no controle da progressao do ciclo cellular (LABAER et al., 1997). Estudos indicam que
CDKN1A coimmunoprecipita com ORF2p e suprime a atividade da transcriptase reversa
de L1, sugerindo que CDKN1A inibe a transcrigédo reversa mediada por ORF2p, limitando
a mobilidade de L1 (KAWANO et al., 2018).

Reguladores Pés-transcricionais de L1s
Regulagdo de L1 por proteinas da familia APOBEC

A familia APOBEC (Apolipoprotein B mRNA Editing Catalytic Polypeptide-like)
consiste em 11 produtos genéticos primarios e variantes alternadas que incluem as
proteinas APOBEC1 (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 1),
APOBEC2 (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 2), APOBEC3A-H
(Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 3A-H), APOBEC4
(Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Polypeptide Like 4) e AICDA
(Activation Induced Cytidine Deaminase) (SALTER; BENNETT; SMITH, 2016). Possuem
atividade de deaminases, capazes de modificar as bases da citosina em uracilas (C — U)
no DNA e/ou RNA (IKEDA et al., 2011).

Entre as proteinas APOBEC, trés membros desta familia foram caracterizadas
como inibidoras de L1: APOBEC1 (IKEDA et al., 2011), todas as proteinas APOBEC3
(A3A-H) (KINOMOTO et al., 2007) e AICDA (MACDUFF; DEMOREST; HARRIS, 2009;
METZNER; JACK; WABL, 2012).
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As proteinas da familia APOBEC1, em mamiferos, reduzem a mobilidade dos
retroelementos L1 por mecanismo independente da desaminagéo (IKEDA et al., 2011).

As proteinas da familia APOBEC3 sao essenciais para o desenvolvimento,
sobrevivéncia ou fertilidade de camundongos (MIKL et al., 2005). Estas proteinas inibem
o nivel de retrotransposicdo de L1 (KINOMOTO et al., 2007; LINDIC et al., 2013;
MUCKENFUSS et al., 2006). Uma vez que os membros da familia APOBEC3 tém
funcdes distintas, elas parecem ter evoluido para resistir a varias classes de elementos
genéticos (CHEN et al., 2006). Entre os membros da familia APOBEC3, APOBEC3A é
0 membro mais ativo na inibicdo dos elementos L1 (CHEN et al., 2006).

AICDA é uma enzima de edicdo de DNA, que desempenha papéis importantes
na diversificagcdo de genes de anticorpos em células B ativadas (IKEDA et al., 2011;
MURAMATSU et al.,, 1999). Estudos tem demonstrado que AICDA pode inibir a
retrotransposi¢cao de L1 através de um mecanismo independente da desaminagédo do
DNA, que pode se manifestar no compartimento -citoplasmatico (MACDUFF;
DEMOREST; HARRIS, 2009; METZNER; JACK; WABL, 2012). Metzner e colaboradores
(2012) mostraram, in vitro, que o AICDA forma complexos citoplasmaticos com 0 mRNA
de L1, o que pode contribuir para a restricido destes retroelementos.

Regulagao de L1 por autofagia

A autofagia desempenha um papel no metabolismo dos transcritos de L1,
impedindo novas insergdes de retroelementos no genoma (GUO et al., 2014).

Os RNAs sao direcionados para a degradacgao autofagica através de granulos de
RNA (como os granulos de estresse) (BUCHAN et al., 2013). Entre os receptores de
autofagia, CALCOCO2 (Calcium Binding And Coiled-Coil Domain 2) e SQSTM1
(Sequestosome 1), sao responsaveis pela degradagao seletiva de granulos de RNA, os
quais carregam RNA de L1 (GUO et al., 2014).

Em células de camundongos, a auséncia de ATG5 (Autophagy Related 5) e
BECN1(Beclin 1), leva ao acumulo de RNA de L1 (GUO et al.,, 2014; KEMP;
LONGWORTH, 2015). ATG5 e BECN1 sao genes criticos para a formagado de

autofagossomos. Estes dados mostram que o impedimento deste processo de
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degradacido do RNA de L1 por autofagia, resulta no acumulo de RNA do retroelemento

e a novas insergdes gendémicas (GUO et al., 2014).

Regulagao de L1 por vias de resposta a interferons

A resposta imune inata envolve fatores celulares com atividades antivirais, entre
as quais a via de resposta ao interferon (IFN) desempenha um papel central. Essas vias
levam a ativacdo de genes estimulados por IFN e alguns destes genes também sao
responsaveis pela restricao de retroelementos L1 (PIZARRO; CRISTOFARI, 2016).

MOV10 (Mov10 RISC Complex RNA Helicase) e RNASEL (Ribonuclease L)
clivam regides de fita simples de RNA viral e celular, suprimindo a sintese, replicacéo e
disseminagao de proteinas virais (SILVERMAN, 2007). Ambas atuam na repressao de
retroelementos L1 (ARJAN-ODEDRA et al., 2012; GOODIER et al., 2012; ZHANG et al.,
2014). O knockdown de MOV10 resulta no aumento dos niveis de retrotransposi¢ao de
L1, possivelmente devido ao mecanismo de silenciamento de RNAi (GOODIER et al.,
2012). Ja o knockdown da RNASEL aumenta em ~87% a retrotransposi¢cao de L1,
indicando que RNASEL interfere negativamente no ciclo de retrotransposigédo L1 e pode
contribuir para a manutencéao da estabilidade gendmica (ZHANG et al., 2014).

SAMHD1 (SAM And HD Domain Containing Deoxynucleoside Triphosphate
Triphosphohydrolase 1) e TREX1 (Three Prime Repair Exonuclease 1) também atuam
em vias de resposta a interferons (RIESS et al., 2017; YAN et al., 2010). SAMHD1 é uma
proteina que possui atividade de dNTPase e que inibe retrovirus, virus de DNA e
retroelementos L1 (HU et al., 2015). Estudos preveem que a restricgdo de L1s por
SAMHD1 decorre de um mecanismo diferente da atividade do dNTPase [Revisado em:
(GOODIER, 2016)]. A inibigdo da L1 por SAMHD1 é observada na diviséo celular (ZHAO
et al., 2013). Ainda, SAMHD1 tem a capacidade de reduzir a transcrigao reversa de L1
através da inibicao de ORF2p (mas nao ORF1p) indicando que L1 ORF2p pode ser um
alvo potencial de SAMHD1 (ZHAO et al., 2013). Além disso, SAMHD1 tem a capacidade
de induzir a formagéo de grandes granulos de estresse e, assim, aumentar o sequestro
de L1 RNP dentro desses pontos citoplasmaticos levando ao bloqueio da
retrotransposicéo de L1 (HU et al., 2015).
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A superexpressdao de TREX1 reduz a retrotransposi¢cdo dos elementos L1
(STETSON et al., 2008). Além disso, o DNA de fita simples derivado de retroelementos
endogenos, como L1s, SINEs e ERVs, se acumula nas células com deficiéncia de Trex1
de ratos (GOODIER, 2016; STETSON et al., 2008).

A proteina antiviral TRIM5 (Tripartite Motif Containing 5), além de ser importante
na sinalizagado imunidade inata, desempenha importante papel na protegcdo do genoma
contra retroelementos através de sua restricdo (VOLKMANN et al., 2020). TRIMS
interage com complexos de ribonucleoproteina de L1 no citoplasma, induzindo a
sinalizacao imune inata. Os eventos de sinalizagao ativam os fatores de transcricido AP-
1 e NF-kB, levando a regulagéo negativa da atividade do promotor L1 (VOLKMANN et
al., 2020).

Outras proteinas antivirais estimuladas por interferon, como BST2 (Bone Marrow
Stromal Cell Antigen 2), ISG20 (Interferon Stimulated Exonuclease Gene 20), MAVS
(Mitochondrial Antiviral Signaling Protein), MX2 (MX Dynamin Like GTPase 2) e
ZC3HAV1 (Zinc Finger CCCH-Type Containing, Antiviral 1), também apresentam efeitos
de inibicdo de L1 quando superexpressadas (GOODIER et al., 2015). Estudos sugerem
que ZC3HAV1 inibe a retrotransposicao de L1 através da sua interagdo com o RNA L1,
que ocorre em agregados citoplasmaticos que se co-localizam com proteinas de
granulos de estresse (GOODIER et al., 2015; MOLDOVAN; MORAN, 2015).

Regulagao pelas vias de RNA de interferéncia (RNAi)

A interferéncia de RNAs (RNAI) é outro mecanismo que inibe os retroelementos
L1 (BUCHON; VAURY, 2006; YANG; KAZAZIAN, 2006).

DGCR8 (DGCRS8, Microprocessor Complex Subunit) e DROSHA (Drosha
ribonuclease type lll) formam um complexo conhecido como Microprocessador, que
catalisa a etapa nuclear da biogénese de miRNA (HERAS et al., 2013). O DGCRS8
reconhece o substrato do RNA, enquanto o Drosha atua como endonuclease (MACIAS
etal., 2012). Esse Microprocessoador (Drosha-DGCRS8) é capaz de reconhecer e se ligar

a RNAs derivados de retroelementos L1 humanos.
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DGCRS8 é uma proteina de ligagdo a RNA de fita dupla. Os alvos de DGCRS8
incluem centenas de mRNAs, snRNAs (pequenos RNAs nucleares), longos RNAs nao
codificantes e também elementos repetitivos, principalmente retroelementos L1 e LTR
(HERAS et al., 2013; MACIAS et al., 2012). Possivelmente DGCR8 se liga a RNAs
derivados de L1 em estruturas em hairpin afetando a retrotransposi¢cao (GOODIER,
2016).

DROSHA ¢é a subunidade catalitica do complexo Microprocessador, que inicia a
maturagao miRNA no nucleo, reconhecendo e clivando precursores de hairpin embutidos
nos transcritos primarios (LEE; SHIN, 2018). DROSHA regula negativamente a
retrotransposicao de L1 e Alu, clivando estruturas em hairpin pri-miRNA incorporadas em
seus transcritos cognatos (LEE; SHIN, 2018).

O promotor humano de L1 5-UTR pode levar a produgao de dsRNAs, os quais
sao processados por DICER1 (Dicer 1, Ribonuclease Ill) para produzir uma série de
siRNAs especificos de L1 (SPEEK, 2001; YANG; KAZAZIAN, 2006). O knockdown do
gene Dicer1 (Dicer 1, Ribonuclease Ill) em células-tronco embrionarias de camundongos
aumenta a taxa de atividade de retrotransposi¢cao de L1 (CHEN et al., 2012; YANG;
KAZAZIAN, 2006).

Os miRNAs também parecem ser capazes de mediar a estabilidade gendmica,
suprimindo a mobilidade dos retroelementos (HAMDOREF et al., 2015). Um estudo feito
com o miR128-1 (MicroRNA 128-1) (HAMDOREF et al., 2015), mostra que este é capaz
de reprimir novos eventos de retrotransposicdo em células cancerigenas humanas e
iPSCs, através da sua ligagao direta ao RNA de L1.

Os RNAs que interagem com PIWI (piRNAs), sdao pequenos RNAs néo
codificantes que restringem a mobilidade de varios retroelementos, e assim mantém a
integridade do genoma (RAJAN; RAMASAMY, 2014). Estudos tem demonstrado a
importancia de algumas proteinas para o silenciamento de retroelementos mediado por
piRNA em células germinativas de camundongos. A auséncia das seguintes proteinas
levam ao aumento da atividade de retroelementos L1: ASZ1 (Ankyrin Repeat, SAM And
Basic Leucine Zipper Domain Containing 1) (MA et al., 2009), EXD1 (Exonuclease 3'-5'
Domain Containing 1) (YANG et al., 2016), FKBP6 (FK506 Binding Protein 6) (XIOL et
al., 2012), GTSF1 (Gametocyte Specific Factor 1) (YOSHIMURA et al., 2009), HENMT1
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(HEN Methyltransferase 1) (LIM et al., 2015), HSPO9OAA1 (Heat Shock Protein 90 Alpha
Family Class A Member 1) (ICHIYANAGI et al., 2014), MAEL (Maelstrom Spermatogenic
Transposon Silencer) (SOPER et al., 2008), PIWIL1 (Piwi Like RNA-Mediated Gene
Silencing 1) (REUTER et al., 2011), PIWIL2 (Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 2)
(DI GIACOMO et al., 2013), PIWIL4 (Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 4)
(REUTER et al., 2011), PLD6 (Phospholipase D Family Member 6) (WATANABE et al.,
2011), TDRD1 (Tudor Domain Containing 1) (REUTER et al., 2009), TDRD5 (Tudor
Domain Containing 5) (YABUTA et al., 2011), TDRD9 (Tudor Domain Containing 9)
(SHOJI et al., 2009), TDRD12 (Tudor Domain Containing 12) (PANDEY et al., 2013),
TDRKH (Tudor And KH Domain Containing) (SAXE et al., 2013) e MOV10L1 (Mov10
RISC Complex RNA Helicase Like 1) (FROST et al.,, 2010) GPAT2 (Glycerol-3-
Phosphate Acyltransferase 2, Mitochondrial) (SHIROMOTO et al., 2019).

Regulacao de L1 por proteinas de ligagao a poli (A)

Retroelementos funcionais L1 apresentam uma sequéncia poli (A), localizada na
extremidade 3' do RNA, que é um substrato candidato para proteinas de ligagéo a poli
(A) (PABPs) (DAl et al., 2012). As proteinas PABPC1 (Poly(A) Binding Protein
Cytoplasmic 1), PABPN1 (Poly(A) Binding Protein Nuclear 1) e PABPC4 (Poly(A) Binding
Protein Cytoplasmic 4) parecem ter papel importante na retrotransposi¢ao positiva de L1
(DAl et al.,, 2012). Tais proteinas apresentam associagdo com o complexo da
ribonucleoproteina L1, possivelmente por meio do mRNA de L1 (DAI et al., 2012). Um
estudo knockdown de PABPC1 e PABPN1 (DAI et al., 2012) mostrou que a auséncia
destas proteinas leva a reducdo da atividade de L1 em 70 a 80%, sem afetar
significativamente a quantidade de RNA L1 e os niveis de tradugéo.

PABPC1 ¢ essencial para a formacao de complexos de RNA-proteina L1 e pode
desempenhar um papel na translocagédo de RNP L1 na célula hospedeira (DAI et al.,
2012). A diminui¢cao dos niveis da proteina PABPC1 leva a um defeito na formagao de
L1 RNP, enquanto o knockdown do inibidor de PABPC1, PAIP2, aumenta a
retrotransposigcéo de L1 em até 2 vezes (DAl et al., 2012). Além disso, alteragbes nos
niveis de PABPC1 altera a localizagédo subcelular de ORF1p (GOODIER, 2016).
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Ja o knockdown de PABPN1 nao alterou o nivel relativo de ORF1p no complexo
RNP (DAl et al., 2012), e apesar desta proteina também apresentar associagdo com o
RNA L1, seu papel especifico na retrotransposi¢éo de L1 ainda nao é claro (PIZARRO;
CRISTOFARI, 2016) assim como o da proteina PABPC4.

Regulagédo de L1 por outras proteinas celulares

Outras proteinas que restringem L1 incluem as ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (HNRNPs) atuam regulando o splicing alternativo (KEDZIERSKA;
PIEKIELKO-WITKOWSKA, 2017). Quatro proteinas HNRNPs parecem interagir
especificamente com a ORF2 em sitios internos de entrada do ribossomo (IRESs): R, Q
e L e NCL (Nucleolin) (PEDDIGARI et al., 2013). Peddigari e colaboradores (2013)
mostraram que o knockdown de HNRNPL (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein L)
aumenta drasticamente a retrotransposicédo de L1, bem como o RNA de L1 e a proteina
ORF1, indicando que regula negativamente a retrotransposi¢cao de L1. Por outro lado a
proteina SYNCRIP (Synaptotagmin Binding Cytoplasmic RNA Interacting Protein) atua
de forma positiva na atividade de retroelementos L1 .

MARF1 (Meiosis Regulator and mRNA Stability Factor 1) é uma proteina de
ligacdo ao RNA citoplasmatico essencial para a progressdo da meiose e controle da
retrotransposigdo em odcitos (NISHIMURA et al., 2018; SU et al., 2012a). A auséncia de
MARF1 em odcitos resultam no acumulo de mRNA de L1 (NISHIMURA et al., 2018).

TEX19 (Testis Expressed 19) é uma proteina especifica de mamifero com
expressao restrita em células-tronco pluripotentes e linhagem germinativa (KUNTZ et al.,
2008). Em camundongos, TEX19 € importante para o desenvolvimento normal da
placenta e espermatogénese (REICHMANN et al., 2013).

TUT4 (Terminal Uridylyl Transferase 4) e TUT7 (Terminal Uridylyl Transferase 7)
restringem L1 agindo ao nivel do mRNA de L1, Para isso é necessaria a atividade da
MOV10 seguida da uridilagdo das extremidades 3' dos mRNAs de L1 por TUT4 e TUT7
(WARKOCKI et al., 2018).
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A proteina BRCA1 (BRCA1 DNA Repair Associated), liga-se ao mRNA de L1 no
de L1 (MITA et al., 2020).

Ja a proteina PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) é responsavel pela
ativagdo de L1. PCNA esta envolvida nas vias de reparo do DNA e sua ligagdo com o
motif PIP-box (regiao de interagdo com PCNA, nos residuos 407-415 de ORF2p,
localizados entre o dominio EN e RT) em ORF2p é critica para retrotransposi¢ao
(TAYLOR et al., 2013). Outras proteinas que também s&o responsaveis pela regulagao
positiva da atividade de L1 sao: STK17A (Serine/Threonine Kinase 17a), FCGR1B (Fc
Fragment Of IgG Receptor Ib) e TIMM8B (Translocase Of Inner Mitochondrial Membrane
8 Homolog B) (LIU et al., 2018; MITA et al., 2020)

A auséncia de UPF1 (UPF1, RNA Helicase And ATPase), UPF2 (UPF2 Regulator
Of Nonsense Mediated MRNA Decay) e UPF3A (UPF3A Regulator Of Nonsense
Mediated MRNA Decay) reduzem a retrotransposigdo enquanto aumentam os niveis de
mRNA de L1 (TAYLOR et al., 2013).

Existem dois principais receptores de melatonina em mamiferos, MT1 e MT2. MT1
(Melatonin Receptor 1A) é amplamente expresso no sistema nervoso central (DEHARO
et al., 2014). Deharo e colaboradores (2014) mostraram a partir de um modelo isolado
de tecido de cancer de préstata que a expressao de elementos L1 € suprimida pela
melatonina que circula no sangue humano, sendo que a inibigdo de L1 ocorre através da
regulacao negativa do mRNA de L1 e da proteina ORF1 (DEHARO et al., 2014).

RB1 (RB Transcriptional Corepressor 1) junto com E2F, forma o complexo E2F-
RB que participa da regulagéo epigenética dos elementos L1 por meio de modificagbes
de histonas e recrutamento de histona desacetilases (HDACs) HDAC1 e HDAC2
(MONTOYA-DURANGO et al., 2009).

TROVE2 (TROVE Domain Family Member 2) possui especificidade apenas com
ORF1p (FUCHS et al., 2006; TAYLOR et al., 2013).

ADAR (Adenosine Deaminase RNA Specific) restringe a retrotransposigéo de L1
através da atividade de edicdo do ADAR. Além disso, ADAR liga-se ao complexo L1
RNP, sustentando seu papel como regulador do ciclo de vida de L1 (ORECCHINI et al.,
2017).



Tabela 5: Genes reguladores de retroelementos L1.

Gene: descreve os genes encontrados que de alguma forma regulam a atividade de L1; Descricdo: nome do gene; Localizagdo: fornece informacgdes sobre localizagao
celular de genes; Espécie: espécie onde foi observada a acéo de reguladores L1; Tipo celular: tipo celular onde foi observado a agéo de reguladores L1; Regulagao: indica
se a molécula em questdo atua de forma negativa, restringindo a regulacéo de L1 (N) ou de forma positiva (P), favorecendo a expressao/atividade de L1; Nivel: pré-
transcricional (PRE) ou pés-transcricional (POS); Dominios proteicos: fornece informacdes anotadas sobre dominios e familias de proteinas humanas (Homo sapiens) de
acordo com UniProtKB; Funcao, fornece informagdes anotadas sobre a fungdo da molécula; Referéncia: refere-se a lista individual de todos os trabalhos consultados.

(continua)
Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Possui dois dominios Z-binding
e trés DRBM. DRBM 3 é . -
importante para reunir a parte gizt:;;ﬁ;: g:séadrg:]nf sgir?g (ORECCHINI
Adenosine Nucl HEK293T l(;l-termllrwgl ‘T a pl?“e ~C-term||nal em inosina em RNA de g;{aEICCZJIng
ADAR Deaminase, RNA nuceo e Hs ‘ N POS 0 sinal de ocalizagao Nuclear — gi. 4 nia (dsRNA). Isso '
s eciﬁc citoplasma HelLa para importagdo mediada por ode afetar a ex résséo FRASSINELLI;
p TNPO1. A ligacdo do RNA pe o fonaan Ao E:ne o MICHIENZI,
interfere na importagdo nuclear. va’rigs mane?iras 2017)
O primeiro dominio de ligagao )
Z liga-se ao Z-DNA.
(MIRET et al.,
2020;
. - MULERO-
Possui os dominios bHLH, .
Lo, BIEC PAS1, PAS2 e PAC. O dominio FEPVARRD
Aryl Hydrocarbon Nucleo e / ’ : PAS1 é essencial para a o«
AHR Receptor citoplasma Hs, Mm mﬁ%ﬁﬁgﬂ , N/P PRE dimerizago e também Fator de transcrigdo. Z%TéGFl{J(I)EIGSN
231, NMuMG necessario para et al., 2008:
heterodimerizagdo AHR: ARNT. TENENG:
STRIBINSKIS;
RAMOS, 2007)
Citidina deaminase
*eadoia simples. | (MACDUFF;
Activation Induced Hela, ] Possui dominio CMP/dCMP- Envolvida na HARRIS 200é'
AICDA Cytidine Nucleo Hs, Mm HEK?293, N POS tio desaminase hipermutagdo somatica, METZNER' ’
Deaminase WEHI-231 P ) conversao de genes e K i !
o JACK; WABL,
recombinagao de troca 2012)

de classe de genes de
imunoglobulina.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Dioxigenase que atua
como &acidos nucleicos,
. - como DNA e tRNA. Atua
AlkB Homolog 1 Z?ii’?'gé’rﬂé’é’ '2'23.525 Qs principalmente em tRNA
ALKBH1 Histone H2A Nicleo e Mm ES N PRE ligago de tRNA, ligagdo de € promove sua (WU etal.,
Di mitocéndria e desmetilagdo ou 2016)
ioxygenase substrato e de ligacéo alpha- idacso. d dendo
cetoglutarato. oxi dagao, ependen
o contexto e do
compartimento
subcelular.
Consiste em 3 dominios RRM Envolvido na edigao
(RRM1, RRM2 e RRM3) para pos-transcricional do
ligacdo ao mRNA de APOB. cédon CAA para um
Apolipoprotein B Residuos adicionais nas cédon UAA no mRNA (IKEDA et al
MRNA Editing . Hela, . regides pré-RRM e C-terminal de ApoB. Também . X
APOBECT Enzyme Catalytic Nucleo Hs HEK293T N POS s&0 necessarios para a ligagdo funciona no codon CGA 20t1 1|' LG(\)l%C
Subunit 1 do RNA e para complementara para UGA no mRNA da etal., )
atividade de APOBECA1. Neurofibromina 1 e e
Contém uma sequéncia para €em processos
localizagao nuclear. epigenéticos.
(BOGERD et
al., 2006; CHIU
et al., 2006;
KINOMOTO et
al., 2007;
LIANG et al.,
Citidina deaminase com 22t136|' LGc\)l%c
Apolipoprotein B atividade de restricao MUC}ZENFU’S
APOBEC3A MRNA Ed/t/ng. Nucleo Hs Hela, N POS Possw.domlnlo QMP/dCMP— .c.or_1tra virus e pode S et al., 2006;
Enzyme Catalytic HEK293T tipo deaminase. inibir a mobilidade de RENNER et al
Subunit 3A retroelementos LTR e ”
~ 2018;
nao-LTR. RICHARDSON
et al., 2014;
STENGLEIN;
HARRIS, 2006;
TURELLI;
VIANIN;

TRONO, 2004)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
O dominio CMP/dCMP
deaminase 1 atua como
Apolipoprotein B medidor na ligagdo de RNA,
.. enquanto o dominio
MRNA Editing , Hela, . .
APOBEC3B Enzyme Catalytic Nucleo Hs HEK293T N POS CMP/c]icCMP qgsrr(mjlne(ljse 2
Subunit 38 confere atividade de (BOGERD et
desoxicitidina deaminase e al.. 2006: CHIU
especificidade de sequéncia de ét al. éOOG'
substrato. KINOMOTO et
Apolipoprotein B Possui dominio CMP/dCMP-  Citidina deaminase que al., 2007;
MRNA Editing , Hela, . tipo deaminase e uma regiao atua como um inibidor LIANG et al.,
APOBEC3C  £,ume Catalytic Nacleo Hs HEK293T N POS parainteragio com proteinade  dareplicaciode ~ 2016: LINDIG
Subunit 3C virus sincicial humano. retrovirus e da etal., 2013;
Apolipoprotein B mobilidade de MUCKENFUS
MRNA Editing , Hela, . . retroelementos (LTRe S etal., 2006;
APOBEC3D  £nzyme catalytic  N1oie© Hs HEK293T N POS O dominio CMP/GCMP ndo-LTR) por meiode  RENNER et al.,
. deaminase 1 atua como . )
Subunit 3D mediador na ligacso de RNA mecanismos 2018;
Apolipoprotein B enquanto o do?m’%io ’ dependentes e RICHARDSON
MRNA Editing , Hela, . . independentes da et al., 2014;
APOBECSF £ yme Catalytic Nucleo Hs HEK293T N POS  CMP/dCMP deaminase 2 deaminase. STENGLEIN;
. confere atividade de .
Subunit 3F e . HARRIS, 2006;
Apolipoprotein B desoxicitidina deaminase e TURELLI:
APOBEC3G _MRNA Editing Ntcleo e He HeLa, N POS gjgztcrg'gdade de sequéncia de VIANIN;
Enzyme Catalytic citoplasma HEK293T ' TRONO, 2004)
Subunit 3G
Apolipoprotein B
MRNA Editing , Hela, . Possui dominio CMP/dCMP-
APOBEC3H Enzyme Catalytic Nucleo Hs HEK293T N POS tipo deaminase.
Subunit 3H
Desempenha um papel
central durante a
Ankyrin Repeat, espermatogénese,
SAM And Basic . reprimindo elementos
ASZ1 Leucine Zipper cE\tlgg:::r: a Mm ES N POS Possui um dominio SAM. transponiveis e (MZAO(G)E)?L’

Domain Containing

1

impedindo sua
mobilizagéo, essencial
para a integridade da
linha germinativa.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Autophagy Related Nucleo e Hela, . Envolvido na formagéo (GUO et al.,
ATGS 5 citoplasma Hs HEK293T N POS ND de vesicula autofagica. 2014)
Ativa a sinalizagao de
Possui os dominios: FAT, quebra de fita dupla,
S . (COUFAL et
Hela, PI3K/PI4K e FATC. O dominio atuando assim como um )
ATM Serine/Treonine Nicleo Hs,Mm , NESCs, N PRE FATC € necessario para sensordedanoao o, I
Kinase ’ HUES hESC, interacdo com KATS5. Possui DNA. Também 2006 ”
NPCs ainda uma regido de interagdo envolvido na transdugao WALLAC£E ot
com ABL1. de sinal e controle do
) al., 2012)
ciclo celular.
O dominio coiled coil pode
mediar a dimerizagdo com os
dominios coiled coil de ATG14
ou UVRAG envolvidos na
Citoplasma formacgéo de complexos PI3K.
PN O dominio ECD contém
. mitocondria, Hela, . e . - g Desempenha papel (GUO et al.,
BECN1 Beclin 1 nicleo, RE e Hs HEK293T N POS dominios de ligagdo poli-GIn, - o nio 2 5 tofagia, 2014)
como o motif poli-Gln ATXN3.
endossomo NP
Como alguma ligagéo é
observada com BECN1 sem o
ECD, outros dominios de
BECN1 também podem
interagir com ATXN3.
Os dominios BRCT ca,:“jteuiangeforgl]ii%?ou(ijt?na
reconhecem e se ligam ao motif : p. q
. ligadas a 'Lys-6' e
Nucleo, ro‘ﬁasi;(a);F Lofgg;fd;onésm o desempenha um papel (LIU et al
BRCA1 ~  DRCATDNA - membrana Hs  Feta Flela N POS P otf PSXXF fosforlado do contral no rePare 4o 5018, MITA et
P P ABRAXAS1, recruta BRCA1 ' al., 2020)

citoesqueleto

em sitios de dano de DNA. O

dominio zinc finger RING-type

interage com BAP1.

respostas celulares aos
danos do DNA. Atua
como um ativador
transcricional.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Membrana O dominio coiled coil forma
plasmatica uma estrutura extensa Fator de restricao de
Bone Marrow  endossomo, HzEfBﬁEﬁT’ , seﬁq?fﬁre‘i'l'lim‘?g Xﬂﬁqgiﬁnta hospedeiro antiviral - 545p|ER et
BST2 SZZZ”:a;nC;/I |'C:(())§slzfnr2aé Hs Hela-HA, N POS para a retencédo do virion na mqgmdq pfor ”fN que al., 2015)
g ! HeLa-JVM superficie da célula e Inibe a Intecgao por
complexo de ~ = retrovirus.
) prevengao da propagacgao do
golgi virus.
O dominio de ligagdo de MYO6
€ necessario para a
degradagédo mediada por
autofagia de bactérias
infectantes. O motif CLIR & Receptor especifico
' o necessario para intgragéo com para xenofagia
CALCOCO2 iaIC/um.B/nd/ng Citoplasma e Hela, . MAP1 L,C.SC' o ”7°"’f LIFS—I/ke © necessario para (GUO et al.,
nd Coiled-Coil ntcleo Hs HEK293T N POS necessario para interagdo com degradagzo de 2014)
Domain 2 MAP1LC3A, MAP1LC3B e bactérias int ul
GABARAPL2, bem como para acterias intracelulares
s mediada por autofagia.
maturagao de autofagossomo
mediada por CALCOCO2. O
dominio de ligacdo do LGALS8
€ essencial para recrutamento
de bactérias infectantes.
Componente da
heterocromatina.
Nucleo e - Possui os dominios Chromo 1 e Reconhece e liga as (LiVetal,
CBX1 Chromobox 1 citoesqueleto Hs HelLa P PRE Chromo 2 caudas de histonas H3  2018; MITA et
: metiladas em 'Lys-9', al., 2020)
levando a repressao
epigenética.
O motif PIP-box K+4 atua tanto
na interagdo com PCNA quanto Pode estar envolvido na
Cyclin Dependent Nucleo e HEK293T, . o recrutamento do corr)plex’o inibicdo da .prollferag:ao (KAWANO et
CDKN1A Kinase Inhibitor 1A citoplasma Hs TET293T N PRE DCX (DTL). O C-terminal é celular mediada por p53 al., 2018)

necessario para a localizagéo
nuclear do complexo ciclina D-
CDK4.

em resposta a danos no
DNA.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Componente central do
Contém um motif PxVxL, que é complexo CAF-1, um
CHAF1A Chromatin Nucleo Mm Ce]ula_s N PRE necessario para a interacao complexo que se pensa (HATANAKA et
assembly factor 1 germinativas com dominios de sombra mediar a montagem da al., 2015)
cromatica. cromatina na replicagéo
e reparo do DNA.
Necessario para a
recombinacao V(D)J,
processo pelo qual os
éxons que codificam os
Nucleo e dominios de ligacédo ao
DNA Cross-Link - antigeno de (SUZUKI et al.,
DCLRE1C Repair 1C N Gg DT40 P PRE ND imunoglobulinas e 2009)
90lg proteinas do receptor de
células T sdo montados
a partir de segmentos
génicos individuais
V,(D) e J.
RNA helicase que atua
e st wanseronal da  (SOODIER,
. P. . . RNA polimerase (Pol) | '
DExD-Box Nucleo e Hela, - Atividades de helicase e . KAZAZIAN,
DDX21 ; . Hs N PRE e Il: promove o .
Helicase 21 citoplasma HEK293T, foldase. t 2013;
PA-1 processamentoea ;5 HoVAN:
transcrigdo do RNA MORAN 2015’)
ribossomal (rRNA) da ’
polimerase Il (Pol II).
Os dominios DRBM1 e DRBM2 Componente do
s80 necessarios para a ligacao complexo do
DGCRS eficiente a pri-miRNA. Possui microprocessador que
DGCRS Microprocessor Nucleo Hs HEK?293, N POS ainda um dominio WW alem'de atua como uma proteina (HERAS etal.,
. HelLa regides necessarias para: de ligacdo ao RNA, 2013; MACIAS
Complex Subunit . ~ o ;
interagdo com NCL, localizagao envolvida na etapa etal., 2012)
nuclear e de interacdo com inicial da biogénese de
DROSHA. miRNA.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Tipo celular

Dominios proteicos

Funcao

Referéncia

Gene Descrigao Localizagao Espécie
Nucleo,
DHX9 geEl)i(cgﬁaOg citoesqueleto e Hs
citoplasma

2102Ep,
Hela,
HEK293T,
PA-1

Os dominios DRBM cooperam
para a ligacédo ao acido
nucleico. A regido HA2 é
essencial para a atividade da
helicase de desenrolamento do
RNA. A regido MTAD atua na
interagdo com RNA polimerase
Il e estimula a ativagao
transcricional de uma maneira
dependente de CREB. As
regides OB-fold e as regides
repetidas de arginina e glicina-
glicina (RGG) sao dispensaveis
para ambas as atividades de
helicase de ligagédo e
desenrolamento de RNA. A
regiao RGG contém o sinal de
localizag&o nuclear (NLS) e o
sinal de exportagao nuclear
(NES) e é necessaria e
suficiente para o transporte
nucleocitoplasmatico de uma
maneira independente do RNA.

Possui fungdes
reguladoras na
replicagdo de DNA,
ativagao pré-
transcricional, regulagao
de RNA pos-
transcricional, tradugao
de mRNA e
silenciamento de gene
mediado por RNA.
Também é capaz de se
ligar e neutralizar
estruturas de RNA de
fita dupla formadas por
retroelementos Alu que
s&o inseridos e
transcritos como partes
de genes.

(GOODIER;
CHEUNG;
KAZAZIAN,
2013;
MOLDOVAN;
MORAN, 2015)

Dicer 1 Extracelular,
DICER1 Ribonuclease Il nucleo e Hs
citoplasma

HelA,
HEK293

Regulagao Nivel
N PRE
N POS

Possui os dominios Helicase
ATP-binding, Helicase C-
terminal, Dicer dsRNA-binding
fold, PAZ, RNase IlIl 1, RNase
Il 2 e DRBM.

Endoribonuclease de
dsRNA que
desempenha um papel
central no silenciamento
de genes a nivel pos-
transcricional mediado
por dsRNA.

(CHEN et al.,

2012; YANG;

KAZAZIAN,
2006)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm:

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.

Bombyx mori.
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A parte N-terminal é necessaria
para homodimerizagéo. O zinc
finger CXXC-type liga-se a )
dinucleotideos CpG nao E)CI:AAZS 25;?
metilados, posicionando o . o
DNA - ligante autoinibitorio entre o Responsavel por manter 2014,
DNMT1 Methyltransferase Nucleo Hs, Mm ES, hES N PRE DNA € o sitio ativo os padroes de metilaggo JONSSON et
1 \ € 0 sitio afivo, celular. al., 2019;
proporcionando assim um LIANG et al
mecanismo para garantir que 2002) "
apenas os dinucleotideos CpG
hemimetilados sofram
metilagao.
DNA Possui dominios PWWP, ADD -
DNMT3A  Methyitransferase Ntcleo Hs,Mm  ES, hES N PRE e SAM-dependente MTase C5- _\ecessario para (CASTRO-
3 Alpha tipo. O dominio PWWP & metilagdes novas em DIAZ etal,,
essencial para direcionar a tc;dsc;gn%(iaanlorgfaeoe 23?12()'8?1-8 :tt
heterocromatina pericéntrica. beleci P d N | 20’1 .
Possui também regides de es:ta e emme_ntoN N al., 5
DNA interagdo com DNMT1 padrdes de metilagdo de  LIANG et al.,
DNMT3B  Methyltransferase Nicleo Hs,Mm  ES, hES N PRE DNMT3A e com o complexo (oA durante o 2002)
3 Beta PRC2/EED-EZH2. ’
DNA metiltransferase
que metila
DNA . - especificamente os
Dnmt3c methyltransferase Nucleo Mm ESCs N PRE Pgssgr']ggm;nﬁ?’rgzDog_ﬁAy' promotores de (BAzAO%JG?t al,
3C P pO- retroelementos

evolutivamente jovens
na linha germinativa.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Fator regulador
cataliticamente inativo
DINA células , de DNA (KATO etal
DNMT3L Methyltransferase Nucleo Mm inati N PRE Possui dominio ADD. metiltransferases que 2007 v
3 Like germinativas podem promover ou )
inibir a metilagao do
DNA.
Ribonuclease lll
especifica de RNA de
fita dupla que esta
Os dominios RNase Ill1 e envolvida na etapa
RNase 1112 formam um dimero inicial da biogénese do
Drosha HEK293. PA intrar(l;qle%ular em qute o] 120?rta miRNA. Colmpor:jente do (HERAS ot a
, , , PA- . a cadeia 3's enquanto o 2 cliva complexo de etal.,
DROSHA r/bonuc/;eise type Nucleo Hs 1, HelLa N POS a cadeia 5's de pri-miRNAs. microprocessador 2013)
Possui também um dominio necessario para
DRBM e uma regido necessaria processar os transcritos
para interagdo com DGCRS. primarios de miRNA
(pri-miRNAs) para
liberar miRNA precursor
(pré-miRNA) no nucleo.
Ativador de transcrigdo
que liga o DNA de forma
cooperativa as proteinas
DP através do sitio de
reconhecimento E2, 5'-
" , . TTTC [CG] CGC-3' (MONTOYA-
E2F1 F2F Transcription  Ndcleo e Glto gy  MCFT, Hela, N PRE Possui o motif DEF box.  encontrado na regiso ~ DURANGO et
q promotora de varios al., 2009, 2016)
genes cujos produtos
estao envolvidos na
regulacéo do ciclo
celular ou na replicagéo
do DNA.
Possui os motifs DEF box e
-y p — (MONTOYA-
E2F Transcription , MCF7, Hela, . HBM, além de regibes de
E2F4 Factor 4 Nucleo Hs, Mm MEFs N PRE dimerizagao, transativagao e de ND DURANGO et

interagdo com RBL1 e RBL2.

al., 2009, 2016)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Histona metiltransferase
que mono e dimetila
- . =~ 'Lys-9' da histona H3 na
S o o 2% . eueromatina. Tarpe
. SET, os resiauos Cys ligam-se faz a monomeﬁlagao de
Euchromatic a3 ’ions zinco: alguns desses 'Lys-56' da histona H3
EHMT2 MHlstone Lysine Nucleo Mm SSC N PRE residuos Cys contribuem para a na fase G1, [evandg a  (DIGIACOMO
ethyltransferase lioaca o . promover a interacéo etal, 2014)
2 igagéo de dois jons zInco entre a histona H3 e o
dentro do cluster. Possui ainda PCNA e requlando a
7 repeticbes ANK que ligam nereg
H3K9me1 e H3K9me2 replicagéo do DNA.
) Também metila
fracamente 'Lys-27' da
histona H3.
Componente nao
. catalitico de uma
ERIgeCpg;;c;smn Contém um motif de sinal de  endonuclease de reparo (GASIOR;
ERCCA Endonucleése [\lucleo e Hs Hela N PRE Io_calizac,:éo nyclegr. E uma de DNA especifica da ROY-ENGEL;
Non-Catalytic citoplasma regiao HhH2, dimerizagcdo com estrutu.ra responsa’vel DEININGER,
Subunit ERCC4. pela incisdo em 5' 2008)
durante o reparo do
DNA.
Componente do
complexo geral de
transcrigao e do fator de
Possui um dominio Helicase reparo de DNA IIH
ERCC Excision Nucleo ATP-binding, um motif DEAH (TFIIH), que esta (AOTO et al
ERCC2 Repair 2, TFIIH citoesqueléto o Hs iPSC N PRE box e um motif de sinal de envolvido no reparo por 2019: "
Core Complex . localizagéo nuclear. Também  excisdo de nucleotideo '
Helicase Subunit citoplasma apresenta uma regido de acoplado a transcrigao SERVANT et
) ~ al., 2017)
interagdo com MMS19. (NER) geral e, quando
complexado com CAK,
na transcrigdo de RNA
pela RNA polimerase |II.
Juntamente com o
. ERCC1, o ERCC4 .
ERIgeCpg;;c;smn ] ; Possyi um domipio ERCC4 e fprrpg o complexo R(()c\;(p—\gll\l%REL
ERCC4 Endonuclease Nucleo Hs Hela N PRE contlem ll.!m m~ot|f deI sinal de enznmatlgq ERdCC1—XPF DEININGER,
Catalytic Subunit ocalizagdo nuclear. que participa do reparo 2008)

e recombinagéo do
DNA.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Controla diretamente a
expressao de genes de
citocinas e quimiocinas.
577; F;rgéo; . Possui dominio PNT e dominio Pode controlar a (LI et al., 2014;
ETS1 gene 1, Nucleo Hs LoVo P PRE de ativacdo (necessario para a diferenciacéo, YANG et al.,
Transcription LT g AR
ativagado da transcrigao). sobrevivéncia e 1998)
Factor ; = .
proliferacao de células
linféides. Pode regular a
angiogénese.
Possui o dominio 3'-5' Componente de ligacdo
exonuclease ndo possui 0s a RNA do complexo
Exonuclease 3'-5' . Célula residuos conservados Asp-Glu- PET, um complexo
EXD1 Domain Containing [\lucleo e Mm, Dm, germinativa, N POS Asp-Asp (DEDD) que multiproteico necessario (YANG etal,
citoplasma Bm ) - 2016)
1 BmN4 coordenam ions divalentes para o processamento
essenciais para a atividade de de piRNAs durante a
exonuclease. espermatogénese.
Pode participar do .
2102E transporte de mRNA no (SSSL?I{IEGR
Family With Citoblasma e HeLap’ ] Possui uma regido de interacéo citoplasma. KAZAZI AN’
FAM120A Sequence n%cleo Hs HEK29§T N POS com YES1, SRCe FYNeuma Componente critico da 2013 ’
Similarity 120A PA-1 ’ regido de ligacdo de RNA. sinalizagéo de MOLDO\}AN'
sobrevivéncia m_duz,da MORAN, 2015)
pelo estresse oxidativo.
Proteina de reparo de
FANCA  Com /e,;:\entation Nicleo Hs Hela p PRE Possui um motif sinal de "om S;Grggg%oﬁgf 20(I1_ gg I\?Itl'l?/l-\',et
grou A localizagao nuclear. replicagdo ou em uma al ’2020)
p fungéo de checkpoint do ”
ciclo celular.
FA Reparo de DNA, (LIU etal.
FANCB Complementation Nucleo Hs HelLa N PRE ND necessarlo para 2018; MITA et
Group B ubiquitinacéo de al., 2020)
FANCD2. "
EA Necessario para (BREGNARD
. Nucleo e PGCs, PD20, - Possui regides de interacédo manutencao da et al., 2016;
FANCD2  Complementation i ojocrna MM HS 7 "o aaay N PRE com FENCE e BRCA2. estabilidade NIE et al.,
Group D2 P
cromossdémica. 2020)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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FA
Complementation
Group M

FANCM Nucleo Hs HelLa N PRE

Possui um dominio Helicase
ATP-binding € um dominio
Helicase C-terminal. Regides
de interagdo com
CENPS/CENPSX e FAAP24.
Um motif DEAH box.

Componente do
complexo central da
anemia de Fanconi

(AF). Necessario para a
ativagdo normal da via
AF, levando a
monoubiquitinagéo do
complexo FANCI-
FANCD2 em resposta a
danos no DNA,
resisténcia celular a
drogas de reticulagéo de
DNA e prevencgao de
quebra cromossomica.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Nucleo,
mitocondria e Hs
extracelular

FAST Kinase

FASTKD2 Domains 2

Hela P PRE

Possui um dominio RAP.

Tem papel na
montagem da grande
subunidade ribossomal
mitocondrial. Controla a
abundancia de 16S mt-
rRNA e é necessario
para a tradugao intra-
mitocondrial.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Membrana
plasmatica e Hs
endossomo

Fc Fragment Of

FCGR1B 1gG Receptor Ib

Hela P POS

Possui os dominios Ig-like C2-
type 1 e Ig-like C2-type 2.

Pode atuar na resposta
imune humoral.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

FK506 Binding
Protein 6

Nucleo e

FKBP6 citoplasma

Hs HEK293T N POS

Possui um dominio PPlase
FKBP-tipo.

Necessario durante a
espermatogénese para
reprimir elementos
transponiveis e impedir
sua mobilizagao,
essencial para a
integridade da linha
germinativa.

(XIOL et al.,
2012)

Glycerol-3-
Phosphate
Acyltransferase 2,
Mitochondrial

Célula

GPAT2 germinativa

Mitocdndria Mm N POS

O motif HXXXXD é essencial
para a atividade da
aciltransferase.

Necessario para a etapa
de processamento
primario durante a

biossintese de piRNA.

(SHIROMOTO
etal., 2019)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Necessario para
D espermatogénese e
Possui zinc finger CHHC U11- . .
Gametocyte . . . esta envolvido na (YOSHIMURA
GTSF1 Specific Factor 1 Nucleo Mm ES N POS 48K-tipo 1 etiCc|>-|2HC U11-48K- supressdo da et al., 2009)
PO 2. transcrigéo de
retroelementos.
Atua na
. poliubiquitinacéo ligada
HECT Domain E3 , \ (LIU et al.,
HECTD1  Ubiquitin Protein  Citoplasma Hs HelLa P POS ND a Lys—l?slg\(leaHéS;QaOAM 2018; MITA et
Ligase 1 | que 'ev al., 2020)
ocalizagao intracelular e
secregao reduzida.
Metiltransferase que
HEN adiciona um grupo 2'-O- (HEMPFLING
, Células . metil na extremidade 3 et al., 2017;
HENMT1 Methy/tre;nsferase Nucleo Mm germinativas N POS ND 'de piRNAS, LIM et al.,
estabilizando estas 2015)
moléculas.
Possui dois dominios RRM. A
regiao de baixa complexidade
(LC) é intrinsecamente hnRNP que se associa (GOODIER;
Het%zgggious Extracelular e 2;%?_?’ ] desordenada. Uma série de a prée-mRNAs CHEUNG;
HNRNPA2B1 Ribonucleoprotein nacleo Hs HEK29§T N POS evidéncias sugere que a nascentes, KAZAZIAN,
A2/B$ PA-1 ’ formagéao de estruturas beta empacotando-os em 2013;
cruzadas por regides LC particulas de hnRNP. MOLDOVAN;
medeiam a formagéao de MORAN, 2015)
granulos de RNA.
Liga o prée-mRNA e faz
a nucleagao da (ATTIG; ULE,
montagem de particulas 2019;
Heterogeneous Citoesqueleto 2102Ep, de 40S hnRNP. Interage GOODIER;
HNRNPC Nuclear nl]c?eo o ’ Hs Hela, N POS Possui dominio RRM e um com os tratos poli-U na CHEUNG;
Ribonucleoprotein citolasma HEK293T, sinal de localizagéo nuclear. 3'-UTR ou 5'-UTR do KAZAZIAN,
C (C1/C2) P PA-1 mRNA e modula a 2013;
estabilidade e o nivel de  MOLDOVAN;

tradugéo das moléculas
de mRNA ligadas.

MORAN, 2015)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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O dominio RRM2 tem afinidade (GOODIER;
de ligagdo ao RNA moderada. CHEUNG;
Heterogeneous Nucleo Os dominios RRM 3 e 4 podem Fator de splicing agindo KAZAZIAN,
HNRNPL Nuclear citoplasrr;a Hs Hela, Hela- = POS facilitar o loop de RNA quando como ativador ou 2013;
Ribonucleoprotein extracelulayr JVM se ligam a dois locais de repressor da inclusdo de MOLDOVAN;
L ligagao separados éxons. MORAN, 2015;
adequadamente dentro do PEDDIGARI et
mesmo pré-mRNA alvo. al., 2013)
Possui regides de interagédo Chaperona que
Nucleo, com: NRC1, FLCN e FNIP1, promove a maturagao,
Heat Shock Protein citoplzsma, celu FT‘:EI?P?{ TSC1 ;abl\'lF({ijt tO manlljterjgéodestrutgraée (CHIYANAGI
. membrana élulas . moti repeat-binding atua  regulagdo adequada de
HSPO0AA1 C?gs’:/ﬁh&;f’zﬂ'gﬂ plasmatica, Mm germinativas N POS como mediador da interagéo proteinas alvo et al., 2014)
extracelular e com proteinas contendo especificas envolvidas,
lisossomo repeticdo de TPR, como a co- por exemplo, no
chaperona STUB1. controle do ciclo celular.
Possui atividades
IFNB Interferon-Beta Extraptallular e Mm, Hs MEFs, HelLa N POS ND antiviral, antibacteriana (Y;JO?tsal.,
nucleo € anticancer. )
Proteina de ligacéo a
RNA que desempenha
um papel essencial na
biogénese de
circRNAs. Dentro do
nucleo, promove o
Possui os dominios: DZF processamento de (GOODIER;
I . 2102Ep, ) ’ circRNAs ao estabilizar CHEUNG;
nterleukin Nucleo e Hela . DRBM1 e DRBM2. Tem uma os elementos KAZAZIAN
ILF3 Enhancer Binding PN Hs , N PRE regiao de interacdo com L
Factor 3 mitocéndria HEK293T, PRMT1 e um sinal de re.:guladores' que 2013;
PA-1 residem nos introns MOLDOVAN;

localizagao nuclear bipartido.

flanqueadores dos
éxons circularizados.
Desempenha, portanto,
um papel no back-
splicing de um
subconjunto de
circRNAs.

MORAN, 2015)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Exoribonuclease
antiviral induzida por
interferon que atua no
RNA de fita simples e
também possui menor
Interferon - ~
h HEK 293T, atividade em relagao ao
1SG20 Exorfj’c’};‘nggene Nicleo Hs 2102Ep, N POS ND DNA de fita simples. (G;)log’(')'f; et
20 Hela Pode também ”
desempenhar papéis
adicionais na maturagao
de snRNAs e rRNAs e
na biogénese do
ribossomo.
Histona desmetilase que
Possui 0 dominio SWIRM que  pode desmetilar 'Lys-4'
. . pode atuar como um local de (H3K4me) e 'Lys-9'
KDM1A Demét}l/?‘ii;ie 1A Nucleo Mm gerCn?ilr:JaI:i?/as N PRE agporagem para uma caud_aNde (H3K9me) da _histona (A;TFQE(I)-AE)Q
istona. E possui uma regido  H3, agindo assim como
de atividade de desmetilase. um coativador ou um
corepressor.
Os 2 dominios Tudor
MCF7, T47D, reconhecem e ligam histonas
MDA-MB- metiladas. Ambos dominios  Histona desmetilase que
231, Tudor tem uma estrutura desmetila 'Lys-9' da
Lysine , MCF10A, ZR- . interdigitada e a dobra histona H3, (XIANG et al.,
KDM4B Demethylase 4B Nucleo Hs 75-30, P PRE incomum € necessaria para sua desempenhando assim 2019)
HEK293T, capacidade de ligar caudas de  um papel no cédigo da
HCT116, histonas metiladas. Também histona.
u20S possui os dominios JmjN e

JmiC.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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KPTN

Kaptin, Actin Citoesqueleto e
Binding Protein lisossomo.

Hs

HelLa

N POS

ND

Como parte do
complexo KICSTOR
atua na detecgao de

aminoacidos da via de
sinalizagédo TORC1.
Recruta o complexo
GATORH1 para as
membranas lisossomais
e permite sua interagao
com GATOR2 e as RAG
GTPases. E necessario
para regular
negativamente a
sinalizagéo de
mTORCH1.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

La
Ribonucleoprotein
Domain Family
Member 1

LARP1 Nucleo

Hs

2102Ep,
Hela,
HEK293T,
PA-1

N PRE

Possui um dominio HTH La-
type RNA-binding. A regigo C-
terminal faz a mediagéo da
interagdo com o mRNA e
polissomos. E necessario para
a repressao translacional de
mRNAs com um motif 5TOP. A
regido N-terminal faz a
interagdo com PABPC1.

Proteina de ligagéo ao
RNA que regula a
tradugao de espécies-
alvo especificas de
mRNA a jusante do
complexo mTORC1, em
fungdo de sinais de
crescimento e
disponibilidade de
nutrientes.

(GOODIER;
CHEUNG;
KAZAZIAN,
2013;
MOLDOVAN;
MORAN, 2015)

LIG4 DNA Ligase 4 Nucleo

Gg

DT40

N PRE

Possui os dominios BRCT1 e
BRCT2.

Reune quebras de fita
simples em um
polidesoxinucleotideo
de fita dupla em uma
reagdo dependente de
ATP. Envolvido na unido
de extremidade néo
homologa de DNA
(NHEJ) necessaria para
reparo de quebra de fita
dupla e recombinagéo
V(D)J. O complexo
LIG4-XRCC4 é
responsavel pela etapa
de ligagdo NHEJ.

(SUZUKI et al.,
2009)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Maelstrom
Spermatogenic
Transposon
Silencer

MAEL

Nucleo

Mm

ES

N POS

ND

Desempenha um papel
central durante a
espermatogénese,
reprimindo elementos
transponiveis e
impedindo sua
mobilizagao.

(CHENG et al.,
2017; SOPER
et al., 2008)

Meiosis Regulator
and mRNA
Stability Factor 1

MARF1

Peroxissomo e
complexo de
Golgi

Hs

odcitos

N POS

Possui os dominios: NYN,
RRM, e oito dominios HTH
OST-type.

Regulador essencial da
oogénese necessario
para a progressao
meiodtica feminina,
reprimir os elementos
transponiveis e prevenir
sua mobilizagao.
Também necessario
para proteger contra
quebras de fita dupla de
DNA.

(SU et al.,
2012b, 2012a)

MATR3 Matrin 3

Nucleo

Hs

2102Ep,
Hela,
HEK293T,
PA-1

N POS

Possui dominios RRM (RRM1 e
RRM2), um sinal de localizacéo
nuclear e um zinc finger matrin-

type.

Pode desempenhar
papel na transcrigéo ou
interagir com outras
proteinas da matriz
nuclear para formar a
rede fibrogranular
interna. Em associagéo
com o heterdbmero
SFPQ-NONO pode
desempenhar papel na
retencao nuclear de
RNAs defeituosos. Tem
papel na regulacéo da
resposta imune inata
mediada por virus de
DNA, reunindo-se no
complexo HDP-RNP.
Pode se ligar a hairpins
de miRNA especificos.

(ATTIG; ULE,
2019;
GOODIER;
CHEUNG;
KAZAZIAN,
2013;
MOLDOVAN;
MORAN, 2015)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Necessario para a
defesa imune inata
contra virus. MAVS
peroxissomal e
mitocondrial agem
. - .. sequencialmente para
o rggt:];g‘;l‘g)gg acclngsl,:tgyla:gygot/f criar um estado celular
fosforilagdo por TBK1, o motif . f a”E""“%'- /IApO:/IiVS
pLxIS fosforilado de MAYS ~ 'Mfecedo viral, 0 J
recruta IRF3. IRF3 é ent&o pe“?x'.zs°m'c° induz a
fosforilado e ativado por TBK1 Eﬁg;;eﬁ)ﬁ;]etzsgg
. . para indgzir_interferons tip’)oll € interferon de fatores de
MAVS  Antivel g:‘z;vr:l]ilng Mitocondria e Hs HEK 293T, N POS  DARD & manmembronn a5y defesa que fomecem  (GOODIER et
Protein peroxissomo 2102Ep essenciais funcs protegao de curto prazo, al., 2015)
> para auncao enquanto o MAVS
antiviral. O dominio CARD é mitocondrial ativa uma
responsavel pela interagdo com 2 de sinalizacio
DDX58/RIG-I e IFIH1/MDA5. O "'j e g
dominio transmembrana e os . ependente do
residuos 300-444 s&o interferon com cinética
essenciais para sua interagao retarc:atc)i_ar, que ampllfltca
e estabiliza a resposta
com DHX58/LGP2. antiviral. Pode ativar as
mesmas vias apos a
detecgao de dsRNA
extracelular por TLR3.
Pode proteger as
células da apoptose.
Proteina cromossdémica
que se liga ao DNA
metilado. Atua na
Possui um dominio MBD. re‘(’)"re;fi'g g:ri‘nst‘;rr'gmé”cf" (MUOTRI et
Methyl-CpG Nucleo e . Regides de interagdo com P coma histonag al., 2010;
MECP2 BindingyProtein 2 citoplasma Hs, Mm Hela N PRE NCOR2 e com TBLXR1. Além desacetilase e o SKENE et al.,
de sequéncias ricas em . 2010; YU,
histidina e prolina. corepressor SIN3A. Liga 2001)
o DNA contendo 5-

metilcitosina (5mC) e 5-
hidroximetilcitosina

(5hmC).

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Metiltransferase
dependente de S-
adenosil-L-metionina
. R que adiciona (GOODIER;
Methylphosphate 2102Ep, - Po?f;; gggiqflgfdlzrl]iz;gi %—AM metilfosfato na CHEUNG;
MEPCE Caonina Enzvme Nucleo Hs Hela, N PRE adenosvi-L-methionine e uma extremidade 5' do 7SK KAZAZIAN,
pping Enzy HEK293T i iéo plglagivii snRNA, para estabiliza- 2013; TAYLOR
9 9 : lo. Também tem uma etal., 2013)
fungdo ndo enzimatica
como parte do complexo
7SK RNP.
Ligacdo a mRNAs. (FUNG et al.,
. . , Hela, iPSCs, . Envolvido no 2019;
miR128-1 MicroRNA 128-1 Nucleo Hs Tera-1. N POS ND silenciamento génico HAMDOREF et
pos-transcricional. al., 2015)
MORC Family CW- Célula , Necessario para (PASTOR et
MORCH1 : . Nucleo Mm germinativa N PRE Possui um zinc finger CW-type. o
Type Zinc Finger 1 S espermatogénese. al., 2014)
embrionaria
Essencial para o
silenciamento
epigenético pelo
complexo HUSH.
Reprime genes
relacionados a células
germinativas e FUKUDA et
MORC Family CW- , . mESCs, . retroelementos L1 em ( .
MORC2 Type Zinc Finger 2 Nucleo e citosol Mm, Hs K562, Hela N PRE ND colaboracao com aEI’.t,aZIO128(,)1L8I;J

SETDB1 e o complexo
HUSH, o silenciamento
é dependente de
modificagbes
epigenéticas
repressivas, como
H3K9me3.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Mov10 RISC
Complex RNA
Helicase

MOV10

Nucleo e
citoplasma

Hs

Hela,
HEK293,
HEK293T,
2102Ep

POS

Possui regido de interagcdo com

Necessario para o
silenciamento de genes
mediado por miRNA
pelo complexo RISC.
Restringe a
retrotransposigao de
L11 em cooperagao
com TUT4 e TUT7
neutralizando a
atividade de RNA
chaperonne de L1RE1.
Facilita a uridilagdo
LINE-1 por TUT4 e
TUTY7. Importante para
viabilidade embrionaria
e desenvolvimento e
fungéo normais do SNC.
Desempenha dois
papéis criticos no
desenvolvimento inicial
do cérebro: suprime
retroelementos no
nucleo, inibindo
diretamente a sintese
de cDNA, enquanto
regula mRNAs do
citoesqueleto para
influenciar o
crescimento de neurites
no citosol.

(ARJAN-
ODEDRA et
al., 2012;
GOODIER et
al.,, 2012; LI et
al., 2013;
MOLDOVAN;
MORAN, 2015;
SKARIAH et
al., 2017)

AGO2 e APOBEC3G e um
motif DEAG box.

Mov10 RISC
Complex RNA
Helicase Like 1

MOV10L1

Citoplasma

Mm

Célula
germinativa

POS

RNA helicase
dependente de ATP,
necessaria durante a

espermatogénese para
reprimir elementos
transponiveis e impedir
sua mobilizagao.

(FROST etal.,

Possui um motif DEAG box. 2010)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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MPP8

M-Phase
Phosphoprotein 8

Nucleo,
membrana
plasmatica e
citosol

Hs

K562, HelLa N PRE

Possui um dominio cromo que
atua na interagcdo com 'Lys-9'
metilada da histona H3
(H3K9me). E quatro dominios
ANK.

Promove o
recrutamento de

proteinas que atuam na

repressao epigenética.
Reprime L1 em
colaboragdo com
MORC2 e,
provavelmente,
SETDB1, o
silenciamento é
dependente de
modificagbes
epigenéticas
repressivas, como a
marca H3K9me3.

(LIU et al.,
2018)

MRE11A

MRE11 Homolog,
Double Strand
Break Repair
Nuclease

Nucleo e
citoplasma

Hs

Hela P PRE

ND

Componente do
complexo MRN, que
desempenha papel
central no reparo de
quebra de fita dupla,

recombinagdo de DNA,
manutencao da
integridade dos
teldbmeros e meiose.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

MRPL28

Mitochondrial
Ribosomal Protein
L28

Mitocondria

Hs

Hela P POS

ND

Potencialmente
representa um
importante reagente
terapéutico para
pacientes com HLA-
A24.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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MTNR1A

Melatonin
Receptor 1A

Membrana
plasmatica

Hs

HelLa

POS

ND

Receptor de alta
afinidade para
melatonina.
Provavelmente atua na
mediagao das agdes
reprodutivas e
circadianas da
melatonina.

(DEHARO et
al., 2014)

MX2

MX Dynamin Like
GTPase 2

Nucleo,
citoplasma e
mitocdndria

Hs

HEK 293T,
2102Ep,
HelLa

POS

Possui um dominio Dynamin-
type G e um GED.

GTPase do tipo
dinamina induzida por
interferon com potente

atividade antiviral contra
o virus HIV-1.

(GOODIER et
al., 2015)

NCAPD3

Non-SMC
Condensin Il
Complex Subunit
D3

Nucleo

Hs

HT-29

PRE

ND

Subunidade reguladora
do complexo da
condensina-2, o qual
estabelece a arquitetura
cromossdmica mitética
e esta envolvida na
rigidez fisica do eixo da
cromatide.
Especificamente
necessario para a
decatenagéo de pontes
de DNA ultrafinas
centroméricas durante a
anafase. No inicio da
neurogénese, pode
desempenhar um papel
essencial para garantir a
condensacgao precisa
dos cromossomos
mitoticos nas células-
tronco dos neurénios.

(WARD et al.,
2017)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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NCAPH2

Non-SMC
Condensin Il
Complex Subunit
H2

Nucleo e
extracelular

Hs

HT-29 N

PRE

ND

Subunidade reguladora

do complexo da
condensina-2,
importante no
estabelecimento da
arquitetura
cromossdmica mitotica.
No inicio da
neurogénese, pode
desempenhar um papel

essencial para garantir a

condensagao precisa
dos cromossomos

mitéticos nas células-

tronco dos neurdnios.

(WARD et al.,

2017)

NCL

Nucleolin

Nucleo

Hs

2102Ep,

Hela, N
HEK293T,

PA-1

POS

Possui dominios RRM: RRM 1,
RRM 2, RRM 3 e RRM 4

Principal proteina
nucleolar do
crescimento de células
eucarioticas. E
encontrada associada a
cromatina intranucleolar
e particulas pré-
ribossémicas. Induz
descondensacgéao da
cromatina pela ligagdo a
histona H1.

(GOODIER;
CHEUNG;
KAZAZIAN,
2013;

MOLDOVAN;
MORAN, 2015)

PABPCA1

Poly(A) Binding
Protein
Cytoplasmic 1

Nucleo e
citoplasma

Hs

Hela, =
HEK293T

POS

Os dominios de ligacdo a RNA
RRM1 e RRM2 e as regides do
C-terminal (ultimos 138
aminoacidos) interagem com o
motif-1 de interagdo PABPC1
(PAM1) e -2 (PAM2) de PAIP1.
Enquanto RRM2 e RRM3 e as
regides do C-terminal (Ultimos
138 aminoacidos) interagem
com o motif-1 de interagédo
PABPC1 (PAM1) e -2 (PAM2)
de PAIP2.

Liga a cauda poli (A) do
mRNA, incluindo a de
seu proéprio transcrito, e
regula os processos do
metabolismo do mRNA,
como splicing pré-
mRNA e estabilidade do
mRNA.

(DAl et al.,
2012; LIU et

al., 2018; MITA

et al., 2020)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Liga a cauda poli(A) do
mRNA. Pode estar
envolvido nos processos (DAl et al.,
de regulagao 2012;
Poly(A) Binding Nucleo e 2102Ep, ) Possui quatro dominios RRM e citoplasmatica do GOODIER,;
PABPC4 Protein citoplasma Hs Hela, P POS um PABC. Também apresenta metabolismo do mRNA. CHEUNG;
Cytoplasmic 4 HEK293T uma regido rica em alanina. Provavelmente pode se KAZAZIAN,
ligar a sequéncias de  2013; TAYLOR
RNA citoplasmaticas etal., 2013)
diferentes de poli(A) in
vivo.
O dominio RRM ¢ essencial Envolvido na formagéo
para o reconhecimento de da extremidade 3' de (DAl et al
bases de adenina especificas  pré-mRNAs pela adigéo 2012 ”
o 2102Ep na g:auda poli (A), mas nao é . de uma cauda poli (A) GOODIfER'
PABPN1 PPo/y(A) Binding Nucleo Hs Hela, = POS suficiente para a ligagao fje poll de 200-25(_) nt ao CHEUNG:
rotein Nuclear 1 HEK293T (A). Contém ainda sequéncias  produto de clivagem a KAZAZIAN
para interagdo com SKIP, para montante. Também esta 2013) ’
homooligomerizagao e para presente em varios
estimular e interagir com estagios do
PAPOLA. metabolismo do mRNA.
Tem papel critico no
reparo de DNA por
recombinacdo homologa
A interacdo com BRCA2 ocorre E:gR:c)idp:(;em deéorg;j;?
através de uma bolsa BFFQJCA2 RAD51
Partner And hidrofébica entre as repeticbes e para (LIU et al.,
: , - o ; ; uebras de DNA. Atua
PALB2 Localizer Of Nucleo Hs HelLa N PRE WD 4 e 5. O dominio coiled coil q 2018; MITA et
BRCA2 atua na autoassociagao. O como arcabougo al., 2020)
; molecular na formagao ”

motif ChAM atua na associagao

; do complexo BRCA1-
com a cromatina.

PALB2-BRCA2, que é
essencial para a
recombinagao

homdloga.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Possui os dominios BRCT, Atua na poli-ADP- (MIYOSH];
Poly(ADP-Ribose) Nucleo e . PARP alpha-helical e PARP ribosilagado de proteinas MAKINO;
PARP1 F;‘/ol merase 1 mitocdndria Hs HEK293T P PRE catalytic. Possui também dois e desempenha um MORAN, 2019;
y sinais de localizagédo nuclear e  papel fundamentalno  TAYLOR et al.,
motifs PARP-type. reparo do DNA. 2013)
Possui os dominios PARP
. . . Desempenha um papel (MIYOSH];
PARP2 P OF’Q’ (IADP 'R’boge) Ntcleo Hs HEK293T P PRE aF',pha'r.“f"C""t"? PQ‘RP C.at?"ygc- fundamental no reparo MAKINO:
olymerase osslw ambém dois sinais de de DNA. MORAN, 2019)
ocalizagao nuclear.
Envolvida no controle da
replicagdo do DNA,
aumentando a
processabilidade da
PCNA Proliferating Cell  Citoesqueleto e Hs Hela, = POS Possui uma regido de interagédo  polimerase durante o (TAYLOR et
Nuclear Antigen nucleo HEK293T com NUDT15. alongamento da fita al., 2013)
principal. Desempenha
papel fundamental na
resposta ao dano ao
DNA.
Endoribonuclease que
desempenha um papel
central em células
O dominio PAZ se liga a germinativas pos natais,
extremidade 3'-2'-O-metilada reprimindo elementos
de piRNAs. A regidgo MID & transponiveis e
necessaria para o impedindo sua
reconhecimento da uridinana  mobilizagdo. . Atua por
Piwi Like RNA- ] primeira posi¢cao dos piRNAs. A meio do processo (REUTER et
PIWIL1 Mediated Gene Nucleo Mm ES N POS D-box (caixa de destrui¢ao) metabdlico piRNA, al,, 2011)
Silencing 1 atua como um sinal de reprimindo os elementos ?

reconhecimento para
associagao com o complexo
APC/C, ubiquitinagéo e
degradagao. Possui ainda um
dominio Piwi.

transponiveis durante a
meiose, formando
complexos compostos
por piRNAs e proteinas
Piwi e governa a
metilagéo e a
subsequente repressao
dos retroelementos.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Desempenha papel
central durante a
espermatogénese,
reprimindo elementos
transponiveis e evitando
sua mobilizagdo. Atua
por meio do processo
Piwi Like RNA- . . - metabdlico piRNA,
PIWIL2 Mediated Gene Nucleo Mm ESC N POS Possui domlnFl’q PAZ e dominio reprimindo os elementos (DI GIACOMO
Silencing 2 Wi transponiveis durante a etal., 2013)
meiose, formando
complexos compostos
por piRNAs e proteinas
Piwi e governa a
metilagéo e a
subsequente repressao
dos retroelementos.
Lo . (KOJIMA-KITA
Piwi Like RNA- Células . . .
PIWIL4 Mediated Gene Nucleo Mm  germinativas, N pos ~ Fossuldominio PAZ e dominio ND e 22018
Silencing 4 ES Wi 201 19 al,
)
Contém um dominio de
fosfodiesterase PLD, sugerindo Endonuclease que
que tem um unico meio- desempenha um papel
PLD6 Phospholipase D Extracelular e Mm ES N POS catalitico e requer critico na biogénese do  (WATANABE
Family Member 6 mitocondria. homodimerizagéo para formar  RNA que interage com etal., 2011)
um sitio ativo completo. Possui  PIWI (piRNA) durante a
também uma regido necessaria espermatogénese.
para localizagdo mitocondrial.
Atua como um sensor
molecular para danos
Protein Kinase, Possui os seguintes dominios: ao J!?j,r\ml;oEf?rY;hggg na
DNA-Activated, Nucleo e - HEAT1, HEAT2, TPR1, FAT, / (MORRISH et
PRKDC Catalytic citoplasma Co CHO N PRE TPR2, TPR3, PI3K/Pl4K e fromologa de DNA al., 2007)
Polypeptide ( ), necessaria para

FATC.

reparo de quebra de fita
dupla (DSB) e
recombinacao V(D)J.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Arginina
Nucleo metiltransferase que
Protein Arginine . ! . - pode catalisar a (KIM et al.,
citoplasma e - Possui um dominio SAM- = . .
PRMT5 Methy/tre‘)jnsferase complexo de Mm PGCs, ESCs N PRE dependent MTase PRMT-type. formagéao dt_al ome_ga-N 20?4,2l(\)lI2I(E) et
Golgi. monomgtl arginina al., )
(MMA) e dimetilarginina
simétrica (sDMA).
(GOODIER;
Provavel ativador de CHEUNG;
Purine Rich 2102Ep, Possui regides ricas em glicina transcri¢cao. Pode KAZAZIAN,
PURA Element Bindin Nucleo Hs Hela, N PRE e ricas em glutamina/acido desempenhar um papel 2013;
Protein A g HEK293T, glutamico (parte do dominio de  no inicio da replicaggo = MOLDOVAN;
PA-1 ativacgao transcricional). do DNA e na MORAN, 2015;
recombinagao. TAYLOR et al.,
2013)
RAD18 E3 . HEK293T, . - Envolvido no reparo
RAD18 Ubiquitin Protein ~ ©'0eSaueleto e g Hela, N PRE Possul um dominio SAP e UM 6 replicagao do DNA (AlR'g('J\q's‘Et
Ligase HCT116 ) danificado por UV. al., )
Como um membro do
complexo de coesina,
envolvido na coesao da
Possui regides de interacédo ggmzag: cli;m:agl(iecsadgeég
RAD21 Cohesin Nucleo, _ com WAPL e PDS5B, ede "y '\ A", fase S até
. - interacdo com STAG1. A regido = (XU et al.,
RAD21 Complex citoesqueleto e Hs CRC P PRE C-terminal se associa a sua segregacao na 2014)
Component citoplasma mitose. O complexo de

SMC1A, enquanto a parte N-
terminal se liga a SMC3.

coesina também pode
desempenhar um papel
na montagem do polo
do fuso durante a
mitose.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
O dominio zinc-hook, contém 2
residuos Cys que coordenam Componente do
uma molécula de zinco com a complexo MRN, que
ajuda dos 2 residuos Cys do desempenha um papel
RAD50 Double zinc-hook de outra molécula central no reparo da (LIU et al.,
RAD50 Strand Break Nucleo Hs HelLa P PRE RADS50, formando um quebra da fita dupla, 2018; MITA et
Repair Protein homodimero em forma de V. As recombinagéo de DNA, al., 2020)
duas cabegas do homodimero, manutencao da
constituem o dominio de integridade dos
ligagdo a ATP, interagem com teldbmeros e meiose.
0 homodimero MRE11.
Regulador chave de
entrada na diviséo
celular que atua como
supressor de tumor.
Atua como um repressor
da transcrigao dos
genes alvo E2F1. A
forma ativa
subfosforilada de RB1
Possui o dominio pocket que interage com E2F1 e
liga-se ao dominio C fosforilado reprime sua atividade de
RB Transcriptional < pela treonina, evitando a transcrigao, levando a (MONTOYA-
RB1 C Nucleo Hs Hela N POS . = ’ ) S . DURANGO et
orepressor 1 interagdo com complexos de interrupgao do ciclo al., 2009)

celular. Envolvido
diretamente na
formagao de
heterocromatina.
Recruta e visa as
metiltransferases de
histona SUV39H1,
KMT5B e KMT5C,
levando a repressao
transcricional
epigenética.

fator de transcrigdo E2F/DP
heterodimérico.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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RNA Terminal
Phosphate Cyclase
Like 1

RCLA1

Nucleo

Hs

HelLa

POS

ND

Atua na biogénese da
subunidade riboss6mica
40S nas primeiras
etapas de
processamento do pré-
rRNA nos locais A0, A1
e A2 que sao
necessarios para a
maturagédo adequada do
RNA 188S.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Retinol

RDH?8 Dehydrogenase 8

Membrana
plasmatica

Hs

HelLa

POS

ND

Retinol desidrogenase
com preferéncia por
NADP. Pode
desempenhar um papel
na regeneragao do
pigmento visual em alta
intensidade de luz.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Ribonuclease H2

RNASEH2A Subunit A

Nucleo e
citoplasma

Hs

HelLa

PRE

ND

Subunidade catalitica de
RNase HIl, uma
endonuclease que
degrada
especificamente o RNA
de hibridos de
RNA:DNA. Participa da
replicagao do DNA. Atua
na excisao de
ribonucleotideos unicos
de duplexes de DNA:
RNA.

(BENITEZ-
GUIJARRO et
al., 2018)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Subunidade nao
Rib ’ o catalitica de RNase Hll, (BENITEZ-
RNASEH2B  MPoruciease Nticleo Hs HeLa P PRE ND uma endonuclease que  GUIJARRO et
Subunit B degrada o RNA de al., 2018)
hibridos de RNA:DNA.
Participa da replicagédo
do DNA. Atua na (BENITEZ
i , excisédo de -
RNASEH2c ~ Ribonuclease fiz Nicleo Hs Hela P PRE ND ribonucleotideos Gnicos  GUIJARRO et
de duplexes de DNA: al., 2018)
RNA.
As nove repeticdes de
anquirina (ANK 1 a 9)
constituem o dominio de
IE%Z%,Z?Si_gﬁedg gl(;:ﬁirr:?;ngg Endoribonuclease que
. Citoplasma e . . . . funciona na resposta (ZHANG et al.,
RNASEL Ribonuclease L mitocandria Hs Hela, Hey1b N POS prc_ﬁelna klnage seja antiviral do interferon 2014)
cataliticamente inativo. O (IFN)
dominio da ribonuclease esta )
localizado no C-terminal, sendo
suficiente para a atividade da
ribonuclease.
Regulation Of (LU et al
RPRD2 ~ Nuclear Pre-MRNA e, Hs HelLa P PRE Possui um dominio CID 2018; MITA et
Domain Containing L 2020
P al., )
Forma o fator de ligacéo
ao nucleo, complexo
CBF). Os membros
Possui um dominio Runt. tzlr:gg:i rggdéj ‘Iaa;;fs
Também contém uma regido enes alv(i) Pode estar
Runt Related Ndcleo e - rica em glicina e outra rica em egnvolvido n6 controleda (YANG et al
RUNX3 Transcription citoplasma Hs Hela, 143B P PRE prolina/serina/treonina no C- roliferacéo e/ou 2003) ”
Factor 3 P terminal, a qual é necessaria P G

para a ativagao transcricional
de genes alvo.

diferenciagao celular.
Em associagdo com
ZFHX3, regula
positivamente a
atividade do promotor
CDKN1A.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Proteina que atua como
. - um fator de restrigdo do (DU et al.,
o tare, Fossldominios S0 LD, Respelocruliora 2016, HU ot
Deoxvnucleosi deg Membrana HEK293T, ] N30 & necéssério ara a resposta de defesa a 2015; WHITE
SAMHD1 Xy plasmatica e Hs, Mm HEK?293, N POS L p virus e como um et al., 2014;
Triphosphate , atividade de dNTPase e o
. nucleo U937, HelLa . e regulador da replicagéo ZHAO et al.,
Triphosphohydrola capacidade de restringir a do DNA. També 2013 ZHU ot
se 1 infecgdo por virus. 0 - |ambem ’ e
suprime a atividade do al., 2013)
retroelemento L1.
Os dominios pré-SET, SET e Histona metiltransferase
pos-SET sdo necessarios para espe c?flijfatr:”lnrgrigliys-g'
a at&’(‘)"?g%I?’n"’i‘omfg'_tgaE“TSfifse' da histona H3. Funciona (CUELLAR et
SET Domain Ndcleo e THP-1, - . P Py principalmente em al., 2017;
SETDB1 : . Hs, Mm N PRE residuos Cys ligam-se a 3 ions -~ .
Bifurcated 1 citoplasma mESCs zinco que estao dispostos em regides de eucromatina, FUKUDA et al.,
um agrupamento triangular. desempenhando assim 2018)
Também possui os dominios: siIL:r?cipaarggL?ngag;:r?es
Tudor1, Tudor2 e MBD. eUCromaticos.
Proteina desacetilase
dependente de NAD.
Possui atividade
. Possui um dominio deacetylase d?ﬁ; ?J)ize:g]}(gilacfo (VAN METER
SIRT6 Sirtuin 6 Nucleo Hs, Mm HDF, MEFs N PRE sirtuin-type e uma regiéo rica H3K56AG. Modul L 2014
em prolina. SMOBAC. Viodula a etal., )
acetilagdo da histona H3
na cromatina telomérica
durante a fase S do
ciclo celular.
Pode atuar como uma
desacetilase ou
, Possui um dominio deacetylase desacilase, dependendo
SIRT7 Sirtuin 7 NUdfa oe Mm, Hs MEFs, K562 N PRE sirtuin-type e uma regio rica do contexto. Envolvido (VAZQUEZ et
mitocondria al., 2019)

em arginina.

na repressao
transcricional de L1 via
desacetilagdo H3K18Ac.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Dominios proteicos

Funcao

Referéncia

SLX4 Structure-
Specific
Endonuclease
Subunit

Hs

PD20,
RA3331

Possui um dominio BTB e
regides de interagdo com:
SLX4I1P, ERCC4 e MSH2;
PLK1 e TERF2-TERF2IP;
MUSB81 e SLX1.

Subunidade reguladora
que interage e aumenta
a atividade de diferentes
endonucleases de
estrutura especifica.
Tem varios papéis
distintos na protecao da
estabilidade do genoma,
resolvendo diversas
formas de estruturas
deletérias do DNA
originadas de
intermediarios de
replicagdo e
recombinagao e de
danos ao DNA.

(BREGNARD
etal., 2016)

Hs

HelLa

Possui dominio IBB. Possui

regides necessarias para:

interagdo com XPO1, interagédo
com KPNB1 e m3G-cap U1 e
U5 snRNP, interagdo com a
estrutura m3G-cap e para a
ligacdo a estrutura m3G-cap.

Funciona como um
adaptador de
importagéo nuclear
especifico de U snRNP.
Liga-se especificamente
aos snRNAs U do
terminal m3G-cap.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

SLX4
SNUPN Snurportin 1
SOX11 SRY-Box 11

Hs

RD, HEK293,
NTera2D1,
hASCs

Regulagao Nivel
N PRE

P POS
P PRE

Possui uma regiao necessaria
para a atividade de ativagao
transcricional e coativagao

sinérgica da atividade

transcricional com POU3F2.
Além de duas regides ricas em
glicina, uma em acido aspartico

e outra em serina.

Atua como um ativador
transcricional. Liga-se
cooperativamente com
POU3F2/BRN2 ou
POU3F1/OCT6 a
promotores de genes, o
que aumenta a ativagao
transcricional.
Desempenha um papel
redundante com SOX4
e SOX12 na
sobrevivéncia celular de
tecidos em
desenvolvimento.

(ORQUEDA et
al., 2018;
TCHENIO;
CASELLA;
HEIDMANN,
2000)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)
Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Fator de transcrigdo que
forma um complexo
trimérico com OCT4 no
DNA e controla a (EtU:IVAZBO%F;A
expressao de diversos MUO'I",RI ot a;I
Nucleo e . genes envol_\/ldos no 2005: ”
SOX2 SRY-Box 2 citoplasma Hs, Mm NSC N PRE ND dese_nvc?lylmento TCHENIO;
embrionario, como CASELLA-
YES1, FGF4, UTF1 e HEIDMANN
ZFP206. Critico para a 2000) ’
embriogénese inicial e
para a pluripoténcia de
células-tronco
embrionarias.
Possui um dominio repressor,
trés de transativagao, um VZV  Fator de transcrigdo que
L . IE62-binding e dominio D. pode ativar ou reprimir a
SP1 Transcription Nucleo Hs Hela, HepG2 P PRE Contém também o motif transcricao em resposta (YANG etal.,
Factor Sp1 . o ; SR 1998)
9aaTAD, que é um dominio de a estimulos fisiolégicos
transativagdo. E possui regides e patologicos.
ricas em serina/treonina.
O dominio UBA liga-se as
cadeias de poliubiquitina
ligadas a 'Lys-63'. Medeia a
interagdo com TRIM55. O
dominio PB1 medeia Receptor de autofagia
NG homooligomerizagao e necessario para a
. ucleo, interacdes com FHOD3 macroautofagia seletiva
SQSTM1  Sequestosome 1, Ctopiasma, Hs Hela, N POS MAP2K5, NBR1, PRKCI, Funciona comouma  (CuOetal,
lisossomo, RE HEK293T 2014)
e endossomo PRKCZ e WDR81. Ambos os ponte entre a carga

dominios PB1 e UBA séo
necessarios e suficientes para
a localizagao nos corpos de
inclusdo contendo ubiquitina.O
motif LIR medeia a interagéo

com proteinas da familia ATGS.

poliubiquitinada e os
autofagossomos.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Atua como um regulador
Serine/Threonine Nicleo e < Possui 0 dominio protein Tg(rﬁgclévrg gtau:pczr:;c;san (LiVetal,
STK17A Kinase 17a membrana Hs HelLa POS Kinase requlador de espécies 2018; MITA et
plasmatica : guis pect al., 2020)
reativas de oxigénio
celular.
Possui o dominio SET que
contém o sitio ativo da (BULUT-
atividade enzimatica. Ja os Histona metiltransferase
dominios pré-SET e p6s-SET que trimetila KARSLIOGLU
SUV39H1 \fupp I e?§ or{;) g Nl Hs. M Hela ESC PRE SA0 necessarios para a especificamente 'Lys-9' I\ZtA?{ITEZSy t
a.‘fllsgvzllgg 1' ucleo S, vim ela, ativida<_je da metiltransferagg. O da histona H3 usar)do al 2005,6
dominio SET também participa H3 'Lys-9' monometilado VARéHNE\‘( ot
da ligacéo estavel a como substrato. al., 2015)
heterocromatina. Possui ”
também um dominio Chromo.
(BULUT-
KARSLIOGLU
Suppressor Of et al., 2014;
SUV39H2 Variegation 3-9 Nucleo Hs, Mm Hela, ESC PRE ND ND MARTENS et
Homolog 2 al., 2005;
VARSHNEY et
al., 2015)
Possui trés dominios RRM
(RRM1, RRM2 e RRM3). O hnRNP envolvida em (GOODIER;
dominio contendo oito mecanismos de CHEUNG;
Synaptotagmin Nucleo. reticulo repeticdes Arg-Gly-Gly processamento de KAZAZIAN,
SYNCRIP Binding en doplésma’tico Hs Hela POS (RGG/RXR-box) pode estar mRNA. Componente do  2013; LIU et
Cytoplasmic RNA & citosol envolvido na ligagdo de RNAe  complexo mediado por  al., 2018; MITA
Interacting Protein interagbes proteina-proteina. E CRD que promove a et al., 2020;
metilado por PRMT1 e estabilidade do mRNA MOLDOVAN;

essencial para localizagcao de MYC.

nuclear.

MORAN, 2015)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Um dominio N-terminal e dois
motifs de reconhecimento de
TAR DNA Binding , segiﬂﬁs( Féir“ﬂni T(—:Zl?/léi)‘rica Envolvido em varias | | o 4
TARDBP Protein Nucleo Hs Hela N PRE em glicina C-terminal. Contém etapas da bl?gzne;?\lz 2018)
uma sequéncia de localizagéo processamento do )
nuclear e uma sequéncia de
exportacdo nuclear.
Componente do
complexo HUSH, um
complexo que atua na
repressao epigenética.
Reprime L1 em
colaboragdo com
Transcription . MORC2 e, (LU et al
TASOR Activation Nucleo Hs K562, HelLa N PRE ND provavelmente, 2018) N
Suppressor SETDBH1, o
silenciamento é
dependente de
modificagbes
epigenéticas
repressivas, como a
marca H3K9me3.
Desempenha papel
central durante a
espermatogénese,
reprimindo elementos
transponiveis e
Possui 4 dominios Tudor, impedindo sua
. HEK293T, sendo que os dominios Tudor 2 mobilizagdo. Reprime os
TDRD1 ngor .quam Nucleo Hs, Mm célula N POS e 3 tém maior afinidade para  elementos transponiveis (REUTER et
ontaining 1 o , . - al., 2009)
germinativa peptideos metilados com durante a meiose,

arginina.

formando complexos
compostos por piRNAs
e proteinas Piwi e
governa a metilagdo e a
subsequente repressao
dos retroelementos.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Tudor Domain
Containing 12

TDRD12

Citoplasma

Bm

BmN4

POS

Possui trés dominios: Tudor 1,
Helicase ATP-binding e Tudor
2. Tem também um motif DEAH

box.

Provavel RNA helicase
de ligacédo ao ATP,
necessario durante a
espermatogénese para
reprimir elementos
transponiveis e impedir
sua mobilizagdo. Atua
por meio do processo
metabolico piRNA.

(PANDEY et

al., 2013)

Tudor Domain
Containing 5

TDRD5

Mitocondria,
nucleo e
citoplasma

Mm

ESC

POS

Possui trés dominios HTH
OST-type e um dominio Tudor.

Necessario durante a
espermiogénese para
reprimir elementos
transponiveis e impedir
sua mobilizagao.
Reprime os elementos
transponiveis durante a
meiose, formando
complexos compostos
por piRNAs e proteinas
Piwi e governam a
metilagdo e
subsequente repressao
dos retroelementos.

(YABUTA et

al., 2011)

Tudor Domain
Containing 9

TDRD9

Nucleo

Mm

ES

POS

Possui trés dominios: Helicase
ATP-binding, Helicase C-
terminal e Tudor. Tem também

um motif DEAH box.

RNA helicase de ligagao
a ATP, necessario
durante a
espermatogénese.
Necessario para reprimir
elementos transponiveis
e impedir sua
mobilizagdo. Reprime os
elementos transponiveis
durante a meiose,
formando complexos
compostos por piRNAs
e proteinas Piwi e
governam a metilacéo e
subsequente repressao
dos retroelementos.

(SHOJl et al.,

2009)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm:

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.

Bombyx mori.
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Tudor And KH

TDRKH Domain Containing

Mm

ES

N POS

Possui trés dominios: KH1,
KH2 e Tudor.

Participa da via primaria
de biogénese do piRNA
e é necessaria durante
a espermatogénese
para reprimir elementos
transponiveis e impedir
sua mobilizagdo. O
processo metabdlico
piRNA atua reprimindo
os elementos
transponiveis durante a
meiose, formando
complexos compostos
por piRNAs e proteinas
Piwi e governam a
metilagdo e
subsequente repressao
dos retroelementos.

(SAXE et al.,
2013)

Testis Expressed

TEX19 19

Mm

ESCs

N POS

Possui uma regido de interacéo
com LIRE1 e uma regido
importante para interagdo com
piRNA.

Necessario durante a
espermatogénese e do
desenvolvimento da
placenta, participando
da repressao de
retroelementos L1 e
impedindo sua
mobilizagéo.

(MACLENNAN
etal., 2017;
REICHMANN
etal., 2013)

Translocase Of
Inner Mitochondrial
Membrane 8
Homolog B

TIMM8B

Extracelular e

Hs

HelLa

P POS

O motif Twin CX3C contém 4
residuos Cys conservados que
formam 2 ligagdes dissulfeto no

espago intermembranar
mitocondrial.

Participa da importagéo
e insercao de algumas
proteinas
transmembrana na
membrana mitocondrial
interna. Atua como uma
proteina semelhante a
uma chaperona que
protege os precursores
hidrofébicos da
agregacgao e os guia
através do espago
intermembranar
mitocondrial.

(LIU et al.,
2018; MITA et
al., 2020)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Possui sinal de exportagcao su Ar,:J: Sg?r;g tldm or:
Nucleo nuclear atua como um dominio iﬁduz arada de ’ (HAGAN;
mitocc‘:ndl"ia . de repressao transcricional. Os cresciFr)nento ou RUDIN, 2007;
TP53 Tumor protein p53 . ’ Mm FL5.12 PRE motifs TADI e TADII HARRIS et al.,
citoplasma e apoptose, dependendo .
RE correspondem ambos aos das circunstancias 2009; WYLIE
motifs 9aaTAD que sao fisioloaicas e do tino et al., 2016)
dominios de transativagao. 9 P
celular.
Exonuclease de DNA
Possui regides de: ligacéo de c:lsutl)a'l\lr /S (;ac;qu,\llf cﬂ\%:a;e
. substrato, rica em prolina, para . :
Three Prime , y Y . metabolizando
wext e MRS e 0 doiiosordiee | fagnoricsdoonaa  (STETSON
Exonuclease 1 P P ’ Ga partir de retroelementos ”
com UBQLN1 e para retengéo do incluind
citoplasmatica. endogenos, Incluindo
elementos L1, LTR e
SINE.
O HP1-box é necessario para a
ligagdo HP1. O PHD-tipo zinc
finger aumenta a atividade
transcricional de CEBPB, e (CASTRO-
junto com HP1-box e o dominio Corepressor nuclear DIAZ et al.,
Trivartite motif . bromo montam a maquinaria para proteinas (KRAB- 2014; JACOBS
TRIM28 coﬁl)vtainin 28 Nucleo Hs hES, HelLa PRE necessaria para a repressao de ZFPs). Atua no et al., 2014;
9 proteinas contendo o dominio  silenciamento de genes LIU et al.,
KRAB. O motif RBCC/TRIM é recrutando CHD3. 2018; MITA et
al., 2020)

necessario para a interagéo
com o dominio KRAB das

proteinas zinc finger KRAB.
Contém um motif PxVxL.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Tipo celular

Dominios proteicos

Funcao

Referéncia

HEK293T,
210Ep

O dominio zinc finger B box-
type e o dominio coiled coil

contribuem para a

multimerizagdo de ordem

superior e inferior,
respectivamente, que é

essencial para a atividade de

restricdo. O dominio

B30.2/SPRY atua como um
dominio de reconhecimento de
capsideo. O dominio zinc finger
RING-type confere atividade da

ubiquitina ligase E3 e &

essencial para a atividade de

restrigdo de retrovirus,
autoubiquitinagéo e
multimerizagdo de ordem
superior.

Impede a infecgéo de
retrovirus nao
adaptados ao

hospedeiro. Bloqueia a
replicagao viral no inicio
do ciclo de vida, apods a
entrada viral, mas antes
da transcrigao reversa.
Também atua como um
receptor de
reconhecimento de
padrdo que ativa a
sinalizagado imune inata
em resposta a estrutura
do capsideo retroviral.

(VOLKMANN
et al., 2020)

Gene Descrigao Localizagao Espécie
Tripartite Motif Nucleo e
TRIM5 Containing 5 citoplasma Hs
Ro60, Y RNA Ndcleo e
TROVE2 Binding Protein citoplasma Hs

2102Ep,
Hela,
HEK293T,
PA-1

Regulagao Nivel
N POS
N POS

O dominio TROVE em forma
de ferradura é construido com

7 repetigdes helicoidais
semelhantes a HEAT e é

fechado pelo dominio VWFA-

like, dando origem a um

mondmero em forma de anel. O
RNA de fita simples esta ligado
a cavidade central carregada
positivamente. O motif MIDAS-
like no dominio VWFA-like liga
cations de metal divalente.

Proteina de ligacéo a
RNA que se liga a RNAs
nao codificantes
dobrados
incorretamente, rRNA
pré-5S e varias
pequenas moléculas de
RNA (RNAs Y). Pode
estabilizar alguns
desses RNAs e protegé-
los da degradacéo.
Liga-se a e regula a
expressao de
retroelementos Alu
enddgenos.

(GOODIER,;
CHEUNG;
KAZAZIAN,
2013;
MOLDOVAN;
MORAN, 2015;
TAYLOR et al.,
2013)

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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Gene

Descrigao

Localizagao

Espécie

Tipo celular

Nivel

Regulagao Dominios proteicos Funcao Referéncia
Utiliza dois modulos funcionais Uridiltransferase que
de multiplos dominios durante a  promove a uridilagéo
mudanca para oligouridilagdo. terminal de mMRNAs com
HEK293, O maddulo catalitico (contendo  caudas curtas (menos
TUT4 Terminal Uridylyl Nucleo e Hs HEK293T, N POS os 3 dominios Zinc finger de 25 nucleotideos) de (WARKOCKI et
Transferase 4 citoplasma Hela, PA-1, CCHC-type) é essencial para poli (A), facilitando a al., 2018)
HFF, hESCs ambas as atividades. O médulo decomposicéo global de
de interagdo Lin28 (LIM) na  mRNA. Essencial para a
parte N-termal € indispensavel maturacao e fertilidade
para a oligouridilacao. de odcitos.
HEK293,
Terminal Uridylyl Nucleo e HEK293T, . (WARKOCKI et
TuT7 Transferase 7 citoplasma Hs Hela, PA-1, N POS ND ND al., 2018)
HFF, hESCs
Aceita a ubiquitina do
complexo E1 e catalisa
Ubiquitin sua ligagdo a outras (LIU etal.,
: . , - . . proteinas. Catalisa a :
UBE2T Conjugating Nucleo Hs HelLa N PRE Possui 0 dominio UBC core. o 2018; MITA et
Enzyme E2 T monoubiquitinagao. al, 2020)
Envolvido no reparo de ”
DNA induzido por
mitomicina C (MMC).
As regides tudor-like
reconhecem e ligam a histona
H3 n&o metilada em 'Arg-2',  Atua como um regulador
enquanto o zinc finger PHD- epigenético chave ao
type reconhece e liga a histona unir a metilagdo do DNA
H3 trimetilada em 'Lys-9'. O e a modificagédo da
Ubiquitin Like With . dominio YDG (ou SRA) cromatina. Também (DONG et al
UHRF1 PHD And Ring Nucleo Mm ESCs N PRE reconhece e se liga ao DNA desempenha um papel 2019) "
Finger Domains 1 hemimetilado nas forquilhas de fundamental na

replicacdo. Ele contém uma
bolsa de ligagdo que acomoda
a 5-metilcitosina que é retirada
do DNA duplex. O dominio
YDG também reconhece e se
liga a 5hmC.

modificagao da
cromatina. Pode estar
envolvido no reparo do
DNA.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Helicase dependente de
RNA e ATPase
Possui dois motifs [ST]-Q. O necessarias para a
motif [SQ]-Q constitui uma diminuicdo de mRNAs (GOODIER;
UPF1, RNA Nucleo e Hela ] sequéncia de reconhecimento contendo cédons de’ CHEUNG;
UPFA1 Helicase And citoplasma Hs HEK29§T N/P POS para quinases da familia parada prematuros. E KAZAZIAN,
ATPase P13/Pl4-quinase. Também recrutado para mRNAs 2013; TAYLOR
possui uma regido para apos o término da etal., 2013)
interagdo com RENT2. tradugéo e passa por
um ciclo de fosforilagao
e desfosforilagao.
Envolvido no
Possui os dominios MIF4G 1, mecanismo de
UPF2 Regulator Of Pos- MIF4G 2 e MIF4G 3. Apresenta  diminuicdo de mRNA
UPF2 Nonsense Nucleo e Hs Hela, N/P transcricion regides de interacdo com: contendo cédons de (TAYLOR et
Mediated MRNA citoplasma HEK293T al UPF1, UPF3A e UPF3B, parada prematuros por al., 2013)
Decay EIF4A1 e EIF1 e UPF1 C- associagao com o
terminal. complexo de juncéo de
éxons nucleares (EJC).
Envolvido no
Possui regides necessarias mecanismo de
UPF3A Regulator para associagdo com 0s diminuicdo de mRNA
UPF3A Of Nonsense Nucleo e Hs Hela, N/P POS componentes principais EIF4A3  contendo cddons de (TAYLOR et
Mediated MRNA citoplasma HEK293T e ECJ CASC3, MAGOH e parada prematuros por al., 2013)
Decay RBMS8A e para interagdo com associagao com o
UPF2. complexo de juncéo de
éxons nucleares (EJC).
Componente da
ubiquinol-citocromo ¢
Ubiquinol- oxidoredutase (LU et al
Cytochrome C WA . (complexo . ’
UQCRH Reductase Hinge Mitocondria Hs Hela P POS ND transmembranar que faz 20;8, S/I()l;—(/)-\) et
Protein ”

parte da cadeia de
transporte de elétrons
mitocondrial).

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.

ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Envolvido no reparo da
excisdo de DNA.
Necessario para a
XPA, DNA I Pos|§U| um moz;/f sinal de fo_sfé)rllggao deUC\)/HEK1
Damage Nicleo e ; ocalizag&o nuclear e uma induzida por UV e o (SERVANT et
XPA o Hs HeLA N PRE regido de interagdo com o recrutamento de
Recognition And extracelular . ! al., 2017)
. CEP164 e necessaria para CEP164 para dimeros
Repair Factor s . e
resisténcia aos raios UV. de pirimidina de
ciclobutano (CPD),
locais de dano ao DNA
apos irradiagédo UV.
Envolvido no reparo de
XPC Complex Possui um motif sinal de excisédo de nucleotideo
omp . localizagdo nuclear e regides  do genoma global (GG-
Subunit, DNA Nucleo e , de interago com: RAD23B NER), agindo como ~ (SERVANT et
XPC Damage membrana Hs HelLa N PRE : ’ ’
I L CETN2, ERCC2 e GTF2H1. sensor de danos e al., 2017)
Recognition And plasmatica També  reqiGes d do f d
Repair Factor ambém possui regides de comporlente o fator de
ligacdo ao DNA. ligacdo ao DNA do
complexo XPC.
Envolvido na via de
reparo de DNA por
recombinacdo homologa
X-Ray Repair Nucleo e . (HRR) de DNA de fita (LIU et al.,
XRCC2 Cross . Hs HelLa P PRE ND dupla, pensado para 2018; MITA et
. citoesqueleto ~
Complementing 2 reparar a fragmentagéo al., 2020)
cromossoémica,
translocagoes e
delegbes.
Envolvido na juncéo
final ndo homologa do
X-Ray Repair . . . i . = DNA (NHEJ),
XRCC4 Cross [\lucleo e Cg CHO N PRE Possui uma regido de interacéo necessario para o (MORRISH et
. citoplasma com LIG4. . al., 2007)
Complementing 4 reparo da ruptura de fita
dupla e a recombinagéo
V(D)J.
"ATP o cepondente de. (LU etal,
X-Ray Repair Nucleo, . Possui os dominios Ku e SAP e DNA de cadeia simoles 2018; MITA et
XRCC6 Cross extracelular e Gg, Hs DT40, HelLa N PRE uma regido de interacdo com Tem um pavel nz ) al., 2020;
Complementing 6 citoplasma DEAF1. pape SUZUKI et al.,
translocagao 2009)

cromossoémica.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.
N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(continuacao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagao Nivel Dominios proteicos Fungao Referéncia
Possui regides de interagédo Fator de transcricao
com o complexo multifuncional tem papel
SMAD1/§MAD4, enyolwdo na fundamer?tall em (ATHANIKAR;
associagao da matriz nuclear, processos bioldgicos, BADGE:
" . de ligagdo ao DNA, envolvido como embriogénese, Lo
YY1 Y1 Tlgggfg:'p tion Ndcleo Hs ygﬁraﬁgﬂé P PRE na repressao da transcrigao diferenciagao, EASC?I?ENR i?gf’
’ ativada e no mascaramento do replicagao e proliferagao 1993 LEE et.‘
dominio de transativagao. celular. Inicia, ativa ou ’
. . - D . al., 2010)
Contém também quatro reprimi a transcrigéo,
sequéncias zinc finger C2H2- dependendo do
tipo. contexto em que se liga.
Zinc Finger And .
ZBTB16 BTB Domain hacleo e Hs,Mm  HERZ33T, N PRE Possui dominio BTB. raprossor (PLSZYI ot
Containing 16 citoplasma ranscricional. al., )
O dominio N-terminal &
suficiente para se ligar a RNAs
virais e promover sua
Zinc Finger CCCH- . ] degradacao. O segundo e o Proteina antiviral que .
ZC3HAV1 Type Containing, C't%%ilzrga e Hs,DI\:Im, HelLa N POS quarto zinc finger C3H1-type inibe a replicacédo de &%%;%0\2/91'\15)
Antiviral 1 estao envolvidos na ligacéo a virus. ’
RNAs virais especificos.
Contém um dominio ADP-
ribosiltransferase inativo.
Envolvido nos estagios
de desenvolvimento
poés-implantagdo e (LU et al
Zinc Finger RNA . . Possui um dominio DZF e uma  gastrulagdo. Envolvido ) ¥
ZFR Binding Protein Nucleo Hs Hela P POS regido rica em alanina. no transporte 20;8’ %';S et
nucleocitoplasmatico de ”
STAU2. Liga-se a DNA
e RNA.
Fator de transcrigao
. . . . . . especificamente
Zinc Finger Protein . - Possui o dominio KRAB e zinc o - (JACOBS et
ZNF91 91 Nucleo Hs HEK293T N PRE finger C2H2. necessario para reprimir al., 2014)

retroelementos SINE-
VNTR-Alu (SVA).

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.



(conclusao)

Gene Descrigao Localizagao Espécie Tipo celular Regulagéao Nivel Dominios proteicos Funcao Referéncia
Fator de transcrigdo
. . . . . . especificamente
ZNF93 Zinc Finger Protein Nucleo Hs HEK293T N PRE Possui o dominio KRAB e necessario para (JACOBS et al.,

93

zinc finger C2H2. 2014)

reprimir retroelementos
L1.

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Gg: Gallus gallus; Dr: Danio rerio;Cg: Cricetulus griseus; Bm: Bombyx mori.

N: regulador negativo de L1; P: regulador positivo de L1.
ND: dados nao disponiveis.
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APENDICE B - DISTRIBUIGAO DE REGIOES L1HS A NIVEL ALELICO PARA O
GENOMA INDIVIDUAL CAUCASIANO

Tabela 6: Contagem de regides L1HS a nivel alélico para o genoma individual Caucasiano.

5’'UTR ORF1 INTRON ORF2 3'UTR
CHR A B A B A B A B A B
1 32 32 29 29 62 63 28 29 73 73
2 30 31 30 31 70 71 27 26 66 66
3 34 34 29 29 69 70 31 32 73 72
4 31 31 31 32 94 94 32 33 85 86
5 30 30 29 28 76 76 26 26 69 69
6 22 22 16 16 60 59 18 18 61 061
7 19 19 16 16 60 50 16 16 41 41
8 16 16 10 11 560 50 12 12 41 41
9 12 12 9 9 2 219 10 10 31 31
10 12 12 9 9 30 32 11 11 32 32
11 18 18 17 18 51 563 18 18 40 40
12 13 13 12 12 51 51 9 9 36 36
13 11 12 9 9 20 20 7 7 28 29
14 15 16 13 12 32 33 12 12 29 29
15 6 6 7 6 15 15 7 7 18 18
16 9 9 8 8 16 13 7 7 21 21
17 4 4 4 4 6 6 2 2 8 8
18 13 13 11 11 24 25 15 15 41 41
19 1 1 0 0 7 0 0 5 5
20 2 2 2 2 11 10 3 3
21 2 2 1 1 4 1 1
22 1 1 1 1 1 1 1 1
X 19 19 12 12 48 47 7 7 67 67
Y 25 24 3 2 15 15

TOTAL 356 359 308 309 894 896 303 304 902 903




174

APENDICE C - EXPRESSAO DE GENES REGULADORES DE L1 EM DISTURBIOS
DO NEURODESENVOLVIMENTO

Tabela 7: Expressao de genes reguladores de L1 em PO de ASD, BPD, RTT e SCZ.

Variagdo de expressdo de genes em amostras do transtorno estudado comparadas ao controle. Variagédo
de expressao (FC - fold-change) considerando p < 0,05 e amostras celulares provenientes de tecidos post
mortem.

(continua)
Gene ASD BPD RTT SCcz
FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value
ADAR - - -1,165 0,042 - - - -
AHR 1,713 0,019 - - - - - -
AICDA - - 2,101 0,001 - - - -
ALKBH1 - - 1,101 0,010 - - - -
APOBEC3A - - 2,032 0,001 - - - -

APOBEC3D 2,126 0,029 1,438 0,021 - - - -
APOBEC3F 4,204 0,000 1,764 0,000 - - - -
APOBEC3G 2,340 0,008 1,331 0,029 - - - -

ATG5 1,404 0,001 -1237 0,000 - - - -
ATM 1,921 0,000 - - - - - -
BECN1 1,765 0,001 -1,268 0,000 - - 1,220 0,004
BRCAT1 3,189 0,000 1453 0,001 - - 1,355 0,005
BST2 3,170 0,000 2,065 0,000 - - - -
CALCOCO2 2,069 0,000 1480 0,000 1,247 0,043 1,180 0,044
CDKN1A 4,309 0,000 2281 0,000 - - - -
CHAF1A 1,353 0,049 - - - - - -
DCLRE1C - - - - 1,790 0,000 1,297 0,020
DDX21 1,450 0016 1,289 0,004 - - - -
DICER1 1,864 0,011 - - - - - -
DNMT1 1,162 0,034 - - - - - -
DNMT3A  -1,249 0,033 - - - - - -
DNMT3B 1,597 0026 1,247 0015 - - - -
DROSHA  -1,167 0,044 - - - - - -
E2F1 1,271 0,000 -1,148 0,020 - - - -
E2F4 1,174 0,002 - - - - - -
ERCC1 1,119 0,004 - - - - - -
ERCC2 1,190 0,004 - - - - - -
ETS1 1,604 0023 1244 0026 -1,343 0,039 - -

EXD1 -1,849 0,004 - - - - - -




(continuagao)

Gene ASD BPD RTT SCz

FC p-value FC p-value FC p-value FC  p-value
FAM120A 1,228 0,008 - - - - - -
FAM208A 1,539 0,023 - - - - - -
FANCA - - -1,175 0,020 1,410 0,028 - -
FANCB 2,278 0,047 - - - - - -
FASTKD2 -1,321 0,001 1,128 0,047 - - - -
FCGR1B 2,793 0,017 - - -2,758 0,010 - -
GPAT2 1,529 0,002 - - - - - -
HECTD1 - - -1,207 0,000 - - - -
HENMT1 -1,950 0,001  -1,297 0,003 - - - -
HNRNPA2B1 1,634 0,004 - - - - - -
HNRNPC 1,478 0,017 - - - - - -
HNRNPL - - -1,113 0,016 - - - -
HSP90AA1 - - 1,239 0,021 - - - -
ILF3 -1,220 0,005 - - 1,314 0,017 - -
ISG20 2,147 0,000 2,233 0,000 - - - -
KDM1A -1,415 0,009 -1,101 0,011 - - - -
KDM4B -1,304 0,001 - - - - - -
LARP1 -1,290 0,014 -1,145 0,001 - - - -
LIG4 -1,318 0,038 - - - - - -
MAEL -2,060 0,008 -1,414 0,000 - - - -
MARF1 -1,350 0,002 -1,348 0,000 - - - -
MATR3 -1,371 0,016 - - - - - -
MAVS 2,153 0,000 1,446 0,000 - - 1,235 0,003
MECP2 -1,213 0,001 - - - - - -
MIR128-1 - - 1,542 0,045 - - - -
MORC2 1,270 0,024 1,100 0,030 - - - -
MOV10 1,967 0,000 1,436 0,000 - - 1,233 0,023
MPHOSPH8 - - 1,267 0,010 - - - -
MRPL28 -1,680 0,005 - - - - - -
MT1A 6,220 0,000 2,617 0,000 2,451 0,023 1,484 0,000
MTNR1A - - -1,390 0,019 - - - -
MX2 1,933 0,018 1,508 0,000 - - - -
NCL 1,237 0,044 1,107 0,015 - - - -
PABPC1 1,969 0,000 1,186 0,002 - - - -
PABPC4 1,282 0,021 - - - - - -
PABPN1 1,225 0,004 - - - - - -
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(continuagao)

Gene ASD BPD RTT SCcz

FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value
PALB2 -1,242 0,025 - - - - - -
PARP1 1,438 0,000 1,135 0,002 - - - -
PARP2 -1,417 0,007 -1,188 0,004 - - -1,117 0,028
PCNA 1,336 0,000 - - - - - -
PIWIL1 -2,073 0,042 - - - - - -
PIWIL2 - - 1,602 0,001 - - - -
PIWIL4 - - 1,226 0,001 - - - -
PLD6 1,158 0,041 - - - - - -
PRKDC -1,239 0,013 -1,282 0,000 - - - -
PRMT5 -1,150 0,016 -1,111 0,039 - - - -
PURA 1,564 0,031 1,326 0,003 - - - -
RAD18 -1,449 0,011 - - - - - -
RAD21 1,509 0,004 - - - - - -
RAD50 - - 1,169 0,038 - - - -
RB1 1,552 0,007 - - - - - -
RCL1 - - 1,112 0,042 - - - -
RNASEH2B  -1,568 0,004 - - - - - -
RNASEH2C 1,228 0,000 1,122 0,029 - - - -
RNASEL 1,220 0,007 -1,129 0,022 - - - -
RUNX3 3,603 0,000 2,094 0,000 - - - -
SAMHD1 1,804 0,015 1,172 0,015 - - - -
SETDB1 - - 1,124 0,027 - - - -
SLX4 -1,191 0,003 - - - - - -
SNUPN -1,307 0,030 - - - - - -
SOX11 - - - - -2,547 0,018 - -
SOox2 2,911 0,000 1,786 0,000 1,358 0,022 1,224 0,038
SP1 2,066 0,000 1,408 0,000 - - 1,292 0,003
SQSTM1 1,193 0,019 - - - - - -
STK17A 1,205 0,012 - - - - - -
SUV39H1 -1,174 0,029 - - - - - -
SYNCRIP 1,614 0,011 - - - - - -
TARDBP 1,144 0,013 - - - - - -
TDRD5 -2,727 0,017 - - - - - -
TDRD9 - - 1,464 0,014 - - - -
TDRKH -1,652 0,000 -1,211 0,001 - - - -
TOP1 - - 1,140 0,019 - - - -
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(concluséo)

Gene ASD BPD RTT SCcz

FC p-value FC p-value FC  p-value FC p-value
TP53 2,748 0,000 1,765 0,000 - - 1,288 0,013
TRIMS 4,598 0,000 1,451 0,004 - - - -
TROVE2 2,030 0,006 1,528 0,000 - - 1,237 0,016
TUT4 1,617 0,008 1,370 0,000 - - 1,189 0,027
TUT? 1,231 0,019 1,290 0,010 - - 1,227 0,021
UBE2T -2,185 0,000 - - - - - -
UHRF1 3,763 0,000 2,466 0,000 - - - -
UPF1 1,247 0,011 - - 1,285 0,022 1,127 0,039
UPF2 1,345 0,033 1,323 0,000 - - 1,122 0,046
UPF3A - - 1,296 0,004 1,375 0,007 - -
UQCRH -1,881 0,000 - - - - - -
XPA - - 1,248 0,045 - - - -
XPC 1,249 0,004 1,158 0,002 - - - -
XRCC6 -1,400 0,004 -1,156 0,001 - - -1,121 0,024
YY1 1,231 0,009 - - - - - -
ZBTB16 - - 1,258 0,018 - - 1,184 0,010
ZC3HAV1 3,126 0,000 1,595 0,000 - - 1,312 0,006
ZFR 1,326 0,049 - - - - - -
ZNF91 -1,282 0,000 - - - - - -
ZNF93 1,719 0,013 1,203 0,021 - - - -

Tabela 8: Expressao de genes reguladores de L1 em iPSC de ASD e RTT.
Variagdo de expressdo de genes em amostras do transtorno estudado comparadas ao controle. Variagéo

de expressao (FC - fold-change) considerando p < 0,05 e amostras de iPSC.

(continua)
Gene ASD RTT

FC p-value FC  p-value
EHMT2 -1,124 0,008 - -
FANCD2 - - 1,372 0,044
FASTKD2 - - 1,449 0,036
HENMT1 1,141 0,024 - -
MAEL 1,095 0,037 - -
MOv10L1 1,109 0,042 - -
MRPL28 1,113 0,022 - -
PABPC4 1,111 0,026 - -
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Tabela 9: Expressao de genes reguladores de L1 em NE de ASD, BPD, RTT e SCZ.

(concluséo)

Gene ASD RTT

FC p-value FC p-value
PABPN1  -1,121 0,000 - -
RAD21 -1,075 0,019 - -
SNUPN 1,103 0,036 - -
SOX11 -1,163 0,030 - -
TARDBP -1,082 0,014 1,443 0,030
TDRD1 1,184 0,016 - -
TDRD5 1,270 0,003 - -
TEX19 - - 1,423 0,010
TIMM8B 1,154 0,000 - -
TP53 - - 1,50£; 0,016
UBE2T - - 1,305 0,024
UPF3A 1,116 0,010 - -
ZFR -1,067 0,048 - -
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Variagdo de expressdo de genes em amostras do transtorno estudado comparadas ao controle. Variagédo
de expresséo (FC - fold-change) considerando p < 0,05 e amostras de neurdnios provenientes de cultura

in vitro.

(continua)
Gene ASD BPD RTT SCcz

FC  p-value FC p-value FC p-value FC p-value
ALKBH1 - - - - - - - -
APOBEC3C - - - - 1,791 0,000 2,541 0,037
APOBEC3D 1,479 0,046 - - - - - -
APOBEC3F - - - - 1,336 0,051 - -
ATG5 1,113 0,010 1,150 0,039 - - - -
BECN1 - - - - - - -1,360 0,001
BRCA1 - - - - -1,682 0,049 - -
BST2 - - - - 1,727 0,015 - -
CALCOCO2 - - - - 1,279 0,000 -1,904 0,000
CDKN1A - - - - - - 3,890 0,000
DCLRE1C - - - - 1,381 0,013 2,658 0,000
DDX21 1,230 0,022 - - - - - -
DGCR8 - - - - 1,088 0,046 1,448 0,041
DHX9 - - - - 1,068 0,002 -1,183 0,032
DICER1 - - - - - - 1,422 0,027
DNMT1 - - -1,296 0,011 - - - -




(continuagao)

Gene ASD BPD RTT SCz

FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value
DNMT3B - - - - - - 2,108 0,001
E2F1 - - - - - - 2,212 0,000
E2F4 1,320 0,005 - - - - 1,553 0,009
EHMT2 - - - - - - 1,488 0,001
ERCC4 - - - - - - -1,460 0,008
ETS1 1,534 0,028 - - - - - -
FANCA - - - - - - 1,250 0,029
FANCM - - - - -1,608 0,015 - -
HECTD1 - - - - 1,111 0,048 - -
HENMT1 - - - - - - -2,240 0,046
HNRNPC - - - - 1,083 0,000 - -
HSP90AA1 1,278 0,002 - - - - - -
1ISG20 1,466 0,028 - - - - - -
KDM4B -1,181 0,040 - - - - - -
LARP1 1,134 0,017 - - - - - -
MAEL - - - - -1,789 0,029 -4,307 0,006
MAVS - - - - 1,125 0,029 -1,551 0,010
MECP2 - - - - 1,203 0,004 - -
MEPCE - - - - - - -1,288 0,019
MORC1 - - - - -1,523 0,001 - -
MOV10 - - - - - - -1,670 0,030
MRE11 - - - - 1,246 0,016 - -
MTNR1A - - - - - - -3,580 0,022
NCL - - - - - - -1,150 0,011
PABPC4 - - - - - - 1,451 0,037
PALB2 - - - - 1,139 0,010 - -
PARP1 - - - - -1,203 0,008 - -
PARP2 - - - - - - 2,085 0,000
PIWIL2 1,484 0,042 - - - - 3,354 0,005
PIWIL4 - - - - -1,525 0,007 - -
PRKDC - - - - 1,221 0,005 -1,190 0,003
PRMT5 - - - - - - 1,186 0,033
PURA - - - - - - -1,550 0,040
RAD18 - - - - - - 1,697 0,000
RAD50 - - - - 1,267 0,001 1,510 0,006
RNASEH2A - - - - - - 1,850 0,006
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(concluséo)

Gene ASD BPD RTT SCcz

FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value
RNASEH2B - - - - - - 3,075 0,000
RNASEH2C - - - - 1,264 0,023 -1,475 0,019
RNASEL -1,674 0,007 - - 4,364 0,000 5,186 0,000
RUNX3 - - - - 1,331 0,044 - -
SAMHD1 - - - - 1,208 0,001 1,899 0,005
SETDB1 - - - - 1,069 0,010 - -
SIRT7 - - - - - - -1,415 0,027
SLX4 - - - - 1,117 0,050 - -
SNUPN - - - - -1,104 0,032 - -
SOX11 - - - - -1,154 0,042 - -
SP1 - - - - 1,126 0,013 - -
SQSTM1 - - - - - - -1,667 0,009
STK17A -1,456 0,032 - - - - - -
SUV39H1 - - - - -1,588 0,047 - -
SYNCRIP - - - - -1,147 0,000 - -
TARDBP - - - - 1,048 0,043 - -
TDRD9 - - - - - - 2,953 0,017
TIMMSB - - - - 1,132 0,002 - -
TOP1 - - - - 1,098 0,041 - -
TP53 1,288 0,030 - - - - 1,593 0,011
TREX1 - - - - - - -2,913 0,045
TRIM28 - - - - - - 1,623 0,023
TRIMS - - - - 1,294 0,025 -1,276 0,045
TROVE2 - - - - 1,291 0,026 -1,270 0,001
TUT4 - - - - - - 1,390 0,022
UHRF1 - - - - -1,705 0,021 - -
UPF2 1,172 0,032 - - - - - -
UPF3A - - - - - - 1,367 0,031
UQCRH - - - - 1,338 0,017 1,786 0,000
XPA - - - - - - 1,594 0,049
XRCC2 - - - - - - 3,817 0,002
XRCC6 - - - - 1,049 0,042 - -
ZC3HAV1 - - - - - - 2,331 0,000
ZFR - - - - - - -1,107 0,011
ZNF91 - - - - - - 1,900 0,014
ZNF93 - - - - 1,218 0,033 - -
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Tabela 10: Expressao de genes reguladores de L1 em NPC de ASD, RTT e SCZ.
Variagdo de expressdo de genes em amostras do transtorno estudado comparadas ao controle. Variagao
de expressao (FC - fold-change) considerando p < 0,05 e amostras de NPC.

(continua)
ASD RTT SCcz
Gene

FC p-value FC p-value FC p-value
ADAR - - - - 1,207 0,004
AHR 1,364 0,046 - - - -
AICDA - - - - 1,847 0,006
APOBEC3B  -1,529 0,047 - - 1,538 0,049

APOBEC3C  -1,371 0,036 -1,674 0,024 - -
APOBEC3F  -1,411 0,024 -1,467 0,026 - -

ATGS - - - - 1,147 0,007
BECN1 -1,155 0,038 - - - -
CALCOCO2  -1,254 0,002 - - - -
CDKN1A -1,650 0,005 - - - -
DDX21 -1,186 0,002 - - - -
DHX9 1,180 0,027 - - - -
FAM120A -1,340 0,033 - - -1,155 0,030
FANCA 1,345 0,000 - - - -
FCGR1B - - - - 1,596 0,035
HECTD1 -1,161 0,029 - - - -
HENMT1 - - - - 1,513 0,017
HNRNPA2B1 - - - - -1,109 0,050
HSP90AA1 1,292 0,016 - - 1,368 0,010
IFNB1 - - - - 1,324 0,028
ISG20 -1,631 0,037 - - - -
KPTN 1,165 0,037 - - - -
MAVS -1,250 0,049 - - - -
MEPCE -1,211 0,039 - - -1,176 0,043
MORC1 - - - - 1,658 0,012
MOV10 - - -1,517 0,003 - -
MOV10L1 -1,550 0,001 - - - -
MRE11 - - - - 1,143 0,028
MRPL28 - - - - 1,166 0,046
NCAPH2 1,124 0,033 - - - -
PABPC1 - - - - 1,247 0,017
PABPC4 -1,206 0,014 - - - -
PALB2 - - - - 1,130 0,042

PIWIL4 -1,558 0,031 - - 1,775 0,005




(concluséo)

Gene ASD RTT SCcz

FC p-value FC p-value p-value
PLD6 1,316 0,031 - - - -
RNASEH2B - - - - 1,211 0,009
RNASEH2C - - - - -1,225 0,000
RNASEL -1,540 0,005 - - 1,404 0,020
RUNX3 -1,607 0,046 - - - -
SLX4 - - - - -1,169 0,021
SOX11 1,505 0,032 - - - -
SQSTM1 -1,522 0,006 - - -1,137 0,031
TARDBP 1,103 0,026 - - - -
TOP1 1,168 0,037 - - - -
TP53 -1,355 0,040 - - - -
TREX1 - - -7,256 0,000 - -
TRIMS -1,285 0,008 - - - -
UBE2T 1,322 0,037 - - - -
UPF3A 1,204 0,000 - - - -
UQCRH - - - - 1,219 0,034
XPA - - - - -1,252 0,000
XPC -1,199 0,022 - - - -
XRCC2 - - - - -1,315 0,047
ZBTB16 - - - - -1,342 0,000
ZC3HAV1 -1,446 0,036 - - -1,263 0,008
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