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RESUMO

Os stem-bulge RNAs (sbRNAs) sdo RNAs nao codificantes presentes em
invertebrados. Em Drosophila melanogaster, o sboRNA Dm1 ainda tém suas func¢des
pouco conhecidas. Este trabalho investigou a associacdo do soRNA Dm1 com a
proliferacao celular em células S2R+ e sua possivel interacdo com a proteina do
complexo de reconhecimento de origem, ORC2. A expressao de Dm1 foi avaliada por
RT-gPCR ao longo de uma curva de crescimento, e a interagdo ORC2-Dm1 por
docking molecular. Dm1 apresentou maior expressdao em 48 horas, durante a fase
proliferativa, e redugdo em 120 horas. O modelo de docking indicou interagdo com
ORC2 por meio de 32 residuos de nucleotideos. Os resultados preliminares sugerem
associacdao de Dm1 com a proliferacao celular e possivel interacao com ORC2.

INTRODUCAO

Os RNAs néao codificantes (ncRNAs) sdo moléculas funcionais que, embora
nao codifiquem proteinas, desempenham importantes fungées celulares. Entre eles,
destacam-se os Y RNAs de vertebrados e seus homdlogos em invertebrados, os
stem-bulge RNAs (sbRNAs), relacionados a replicacao do DNA genémico (Kowalski
& Krude, 2015). Em Drosophila melanogaster, foram identificados dois sbRNAs,
denominados Dm1 e Dm2 (Duarte Junior et al., 2019). Entretanto, ainda sdo pouco
conhecidas suas fungdes nesse organismo, especialmente sua relagdo com a
replicacdo do DNA e suas interacbes com proteinas. A linhagem celular S2R+,
derivada de células embrionarias de D. melanogaster e que expressa ambos 0s
sbRNAs (Duarte Junior et al., 2019), constitui-se como um modelo adequado para
investigar essa relacao. Assim, este trabalho busca investigar a possivel associacao
do sbRNA Dm1 com a replicagdo do DNA em células S2R+ e avaliar, por modelagem
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molecular, sua possivel interacdo com a proteina da subunidade 2 do complexo de
reconhecimento de origem, ORC2.

MATERIAIS E METODOS

As células embrionarias de Drosophila melanogaster (linhagem S2R+) foram
cultivadas em meio Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiéticos. O RNA foi extraido com NZYol (NZtech), avaliado quanto a concentracao
e pureza por NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), considerando-se A260/A280
> 1,8, e quanto a integridade por eletroforese em gel de agarose desnaturante a 1%.
As amostras selecionadas foram tratadas com DNAse | (New England Biolabs) e
submetidas a sintese de DNA complementar utilizando kit da PHT Biotecnologia. A
expressdao de Dm1 foi analisada por RT-gPCR utilizando PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), com duplicatas técnicas e biol6gicas e
snoRNA:U6 como normalizador. A expresséo relativa foi calculada pelo método 2”-
ACq (Schmittgen & Livak, 2008) e a estabilidade do normalizador avaliada pelo
algoritmo geNorm (Hildyard & Wells, 2014). A modelagem molecular da interagédo
ORC2-Dm1 foi realizada em parceria com o grupo do Prof. Dr. Flavio A. V. Seixas
(UEM, Umuarama). A estrutura de ORC2 (UniProt Q24168) foi obtida por AlphaFold2,
enquanto o sbRNA Dm1, composto por 85 nucleotideos, foi utilizado nas simulacdes.
O complexo ORC2-DNA (PDB 7JGS) foi utilizado como referéncia. O docking
proteina-RNA foi realizado no servidor HDOCK, com as interagdes visualizadas no
CCP4-MG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de crescimento evidenciou as fases de adaptacdo (/ag) (0-12 h),
crescimento exponencial (log) (12—48 h) e platd (48—120 h) (Fig. 1). A andlise
preliminar da expressao de Dm1, limitada pela instabilidade do gene normalizador (M-
value = 2,42), indicou baixa expressdao em 6 horas, seguida de aumento em 24 horas
e pico em 48 horas, com manutencdo em 72 horas e redugdo em 120 horas (Fig. 2).
Esse padrao, caracterizado pelo aumento da expressao durante o periodo de maior
proliferacao celular, € concordante com a hipétese de uma possivel associacao de
Dm1 com a proliferagdo. O aumento entre 6 e 24 horas e o pico observado em 48
horas também indicaram a possibilidade de uma defasagem temporal entre o estado
proliferativo e os niveis do ncRNA, considerando que alteragdes na dindmica da
expressao génica podem apresentar diferencas temporais em relacdo ao estado
celular (Liu et al., 2017).

A andlise de docking entre Dm1 e ORC2 indicou, no modelo melhor
ranqueado, interagdo por meio de 32 residuos de nucleotideos (Fig. 3 A e B), além
de uma sobreposicdo do complexo ORC2-Dm1 com a estrutura de referéncia de
ORC2 ligada a DNA (Fig. 3C). O docking molecular nao permitiu, contudo,
determinar com precisdo quais nucleotideos estdo interagindo. Esses resultados
fornecem um modelo estrutural para a investigacdo da possivel interagdo entre o
ncRNA e uma proteina envolvida na iniciacao da replicacao do DNA. Ademais, como
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o docking foi realizado considerando os componentes como corpos rigidos, sao
necessarias simulagées de dindmica molecular para avaliar a estabilidade e as
interacdes do complexo de forma mais realista.
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Figura 1. Curva de crescimento celular em fungdo do tempo. Adaptacao
(lag) 0—12 h, crescimento exponencial (log) 12—48 h) e platé 48—120 h.
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Figura 2. Expressao relativa de Dm1 plotado contra a curva de crescimento. Os
resultados demonstram uma expressdo acentuada entre os tempos de 48 e 72 horas.

Figura 3. Modelos obtidos por docking molecular da interagao entre Dm1 e ORC2. A e B:
diferentes modelos da interac¢édo entre 0 sbRNA Dm1 e a proteina ORC2. C: sobreposi¢ao
do complexo ORC2-Dm1 com a estrutura de referéncia de ORC2 ligada a DNA
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Os resultados de expressdao devem ser considerados preliminares, sendo
necessarios experimentos com maior resolugdo temporal e utilizagdo de um gene
normalizador estavel ou quantificagdo absoluta. Além disso, simulacdées de dindmica
molecular serdo necessarios para determinar com precisdo quais nucleotideos de
Dm1 interagem com a ORC2. Por fim, ndo foram realizadas analises estatisticas
devido ao baixo numero de réplicas (n = 2).

CONCLUSOES

Apesar do carater preliminar deste trabalho, existem evidéncias de que o ncRNA Dm1
talvez esteja, de fato, relacionado a proliferagdo e a replicacdo celular em células
S2R+ de Drosophila melanogaster. Contudo, experimentos mais refinados seréo
necessarios para que esta hipétese esteja devidamente embasada.
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