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Resumo

Os Y RNAs sdo um grupo de moléculas pertencentes aos RNAs nao codificantes
(non-coding RNAs; ncRNAs), sendo descritos como essenciais para a iniciacdo da
replicacdo do DNA cromossdmico em vertebrados. Os stem-bulge RNAS, sbRNAs,
sdo genes homodlogos aos Y RNAs e ambas as moléculas apresentam estrutura
secundéria em haste-loop, com motivos de ligagbes para diversas proteinas, e uma
sequéncia essencial para o processo de replicagdo do DNA. Os sbRNAs foram
descritos inicialmente em nematoides, in silico em Anopheles gambiae e, in silico e
in vivo, em Bombyx mori e Drosophila melanogaster. Em D. melanogaster dois
sbRNAs, Dm1 e Dm2, foram certificados experimentalmente e determinado que
somente o Dm1 é essencial na iniciacdo da replicacdo do DNA humano in vitro. Os
Y RNAs de humanos, hY1, hY3, hY4 e hY5, sédo localizados em um Unico dominio
génico no cromossomo 7, assim como 0s genes descritos em outros vertebrados.
Entretanto, chYl, 3, 4 e 5 de hamster Chinés, ndo estdo alocados no mesmo
dominio, mas em 3 cromossomos diferentes. O mesmo resultado descrevemos
para os sbRNAs de insetos que analisamos. Os resultados referentes a identidade
do alinhamento de chYRNAs a hY genes, maxima identidade (100%) foi detectada
ao hY5, 90% e 84% respectivamente, aos chY1 e chY4 e a menor identidade, 74%,
para o0 chYRNA3. Em relagdo aos sbRNAs em insetos, as maiores identidades
foram observadas entre 0 Dm1 de D. melanogaster e BmsbRNA de B. mori (56%) e
este ultimo com o sbhRNA de C. elegans, gene CeN72, com 52%.

Introducgao

Os Y RNAs foram incialmente detectados como ribonucleoproteinas, encontrados
associados as proteinas Ro60 e La (Hendrick et al., 1981). Para humanos, foram
descritos quatro genes de Y RNAs, hY1, hY3, hY4, hY5, constituidos de 80 a 112
nucleotideos e transcritos a partir pela RNA polimerase Il (revisdo em Kowalski e
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Krude, 2015). Desde a descoberta deste grupo de ncRNAs, sado analisadas as
principais funcdes nas células e a relacdo com as suas estruturas. Neste contexto,
segundo descrito em Kowalski e Krude (2015), os hY RNAs podem atuar
licenciando o inicio da replicacdo do DNA cromossomico. Entre os vertebrados,
foram descritos para Cricetulus griseus (hamster Chinés) quatro genes homdélogos,
chY1, chY3, chY4 e chY5 (Lima Neto et al.,, 2016). Diferentemente de humanos,
somente a expressdo dos genes ChY1l e ChY3 foram detectadas em células em
cultura GMA32 de C. griseus (Lima Neto et al., 2016). Apesar desses dois Unicos
genes expressos, foi descrito que todos os genes chY, quando experimentalmente
expressos, sdo essenciais para o licenciamento do inicio da replicacdo em DNA
humano in vitro, substituindo os hY RNAs (Lima Neto et al.,, 2016). Baseado nas
principais funcbes ja descritas dos Y RNAs, e 0s principais dominios destas
moléculas, a estrutura de um Loop Domain é sempre presente e com grande
variagdo em sua sequéncia. Na estrutura molecular do Y RNA, o Lower Stem
Domain é o local de ligacdo da proteina Ro60 e esta envolvido a respostas ligadas
ao estresse celular e com o controle da estabilidade e degradacdo do RNA. Por fim,
tem-se um sitio de ligagcdo uma cauda 3’poly (U), local onde ocorre a ligacdo da
proteina La, fundamental para a terminacdo da transcricdo a partir da RNA
polimerase Ill. Os genes dos Y RNAs sdo conservados em tetrdpodes, sendo
encontrados em clusters Unicos, cujos genes sao flanqueados em genes homélogos
em inumeras espeécies. Genes homologos aos Y RNAs, os stem-bulge RNASs,
sbRNAs, foram primariamente descritos para nematoides (revisdo em Kowalski e
Krude, 2015). Em insetos, sbRNAs foram descritos in silico, em Anopheles
gambiae, in vitro em Bombyx mori, BmsbRNA (Duarte Junior et al., 2015) e por
analise funcional in vitro em D. melanogaster, genes Dm1 e Dm2 (Duarte Junior et
al.,, 2019). Nessa area de pesquisa, 0 objetivo deste projeto € a analise de
sequencias e localizagdo dos Y e sbRNAs. A identidade dessas sequencias
contribuira no conhecimento de regifes onde genes homoélogos a esses NCRNAs
poderao ser detectados em diferentes genomas.

Materiais e Métodos

A sequéncia do hY de humanos (Y1, NR_004391.1; Y3, NR_004392.1; Y4,
NR_004393.1; Y5, NR_1571.2; e RNA-like de A. gambiae e outros YRNAs de
vertebrados foram obtidos por citacdo em Duarte Junior et al. (2019). Da mesma
forma, as sequéncias dos sbhRNAs de nematoides foram citados em Kowalski e
Krude et al. (2015). Os sbRNAs de B. mori e D. melanogaster estdo descritos em
Duarte Junior et al., 2015; 2019. As sequéncias foram armazenadas em formato
“fasta”, e foram alinhadas utilizando o software de alinhamento local multiplo
clustalw, em seus parametros default (disponivel no link
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).

Foram detectadas as sequencias no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com o
algoritmo blastn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando as sequéncias dos Y e
sbRNAs como input com os parametros default. Os resultados foram analisados,
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procurando o match nos dados gendmicos depositados para as espécies em
guestéo.

Resultados e Discussao

A partir da busca no banco de dados NCBI com o software BLAST, obteve-se as
sequéncias dos genes de interesse e sua localizacdo cromossémica. Genes chYs
de C. griseus: alocados com 100% de identidade em diferentes cromossomos em
fragmentos descritos no banco de dados bioldgicos referentes ao genoma desse
mamifero. O chY1 (JX559781.1), de 110 nucleotideos, foi detectado em segmento
do cromossomo 8 da linhagem 17A/GY (NC_048601.1), localizado na fita
codificadora, posicdo 99.418.147 — 99.418.256. J4 para o gene chY3 (JX976178.1),
102 nucleotideos, observou-se sua localizacdo genémica no mesmo Cromossomo
descrito para o chY1l, mas presente na fita complementar, posicdao 99.423.129 —
99.423.028. O gene chY4 (JX976179.1), 91 nucleotideos, alinhou-se com um
fragmento do cromossomo 2 da linhagem 17A/GY (RAZU02000003.1), alocado na
fita complementar, posicdo 244.659.634 — 244.659.544. A sequéncia do gene chY5
esta alocado no fragmento do cromossomo 1 da linhagem 17A/GY
(RAZU02000001.1), localizado na fita codificadora, posicdo 228.255.169 -
228.255.252. Sequéncias de quatro diferentes genes putativos de YRNA-like para
A. gambiae, foram detectadas com 100% de identidade, nos respectivos
cromossomos: AgY1 no Chr 3R de 85 nucleotideos foi detectado na linhagem PEST
(AAAB001008984.1) na posicao 2675243 — 2675159 da fita complementar 3’ — 5'.
O gene AgY2 no chr3L de 94 nucleotideos foi detectado na linhagem PEST
(AAAB01008849.1) na posicao 2.853.760 — 2.853.853 da fita codificadora, 5’-3’. No
cromossomo 2R foram identificados dois genes. Ag3 chr2L, de 132 nucleotideos, foi
detectado também na linhagem PEST (AAAB01008960.1), na posi¢cao 2.858.812-
2.858.943 na fita codificadora. O gene Ag4 no chr2L, de 119 nucleotideos, foi
detectado no mesmo segmento gendmico, mas na fita complementar, posicédo
1.378.983-1.378.865. O gene stem-bulge sbRNA de B. mori (MN654364.1), de 57
nucleotideos) foi detectado com 100% de identidade, na fita codificadora (posicao
15.748 — 15.804) no cromossomo 4 (AP009009). Genes sbRNA em D.
melanogaster foram identificados com 100% identidade em diferentes
cromossomos: gene Dm1l (MN654365.1) de 85 nucleotideos, foi localizado no
cromossomo X (AE014298.5), presente na fita complementar, ou seja, sentido 3’ -
5 (posicdo 16.633.208 - 16.633.124). O gene Dm2 (MN661249.1), de 89
nucleotideos, foi detectado alocado no cromossomo 3L (AE014296.5), presente na
fita codificadora (posicdo 12.435.720 — 12.435.808). Os resultados de todos os
alinhamentos foram realizados, mas com 0 espaco no resumo nao € possivel
colocar as figuras, por isso sao descritos os dados obtidos. Os resultados referentes
a identidade do alinhamento de chYRNAs de hamster Chinés foram significativas
em relacdo aos hYRNAs de humanos. Os chYRNAs 5 e 1 apresentam 100%, e
90%, respectivamente. Em relacdo aos chYRNA4 foi detectado 84% e a menor
identidade foi de 74% para o chYRNA3. Na matriz de identidade dos sbRNAs
alinhados, é observado uma identidade muito reduzida. Os Unicos acima de 50% &
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o descrito em B. mori (BmsbRNA) de valor 56% em relacdo ao sbRNA comprovado
como homodlogo ao Y RNAs humano em funcionalidade, o sbRNA Dml de D.
melanogaster (Duarte Junior et al., 2019). Outra identidade de 52% foi detectada
entre os genes de C. elegans CeN72 e o BmsbRNA de B. mori.

Conclusdes

Os resultados obtidos apresentam uma variabilidade de localizagdo dos genes
analisados de chYRNAs, assim como entre os sbRNAs de insetos, né&o
caracterizando a existéncia de clusters como descritos para hYRNAs de humanos e
outros organismos previamente analisados. A identidade é forte e significativa para
0os genes de chYRNAs em relagcdo aos hYRNAs de humanos, caracterizando a
funcionalidade homdloga que esempenham. Entretanto, a identidade entre os
sbRNAs de insetos e um gene em C. elegans, se apresentou muito reduzida e pode
caracterizar que somente 0 BmsbRNA de B. mori e Dm1 de D. melanogaster, poden
apresentar moléculas com funcionalidade associada a verdadeiros sbhRNAs.
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