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RESUMO

O tradicional dogma da biologia molecular € baseado que o fluxo de informacdes
genéticas provem do DNA transcrito em RNA, este é traduzido em proteinas, porém,
isso ocorre em menos de 2% de todo gene traduzido, em sua maioria 0 RNA € o
produto final desse fluxo de informacdes. O RNA longo néo codificante (InNcRNA) foli,
durante muito tempo, considerado um produto de transcricdo sem funcéo biologica
relevante, sendo classificado como ruido (Mercer. Dinger; Mattick. 2009). No entanto,
estudos recentes mostraram que os IncCRNAs desempenham funcdes cruciais em
diversos processos celulares, como a regulacéo da expressao génica e a organizacao
nuclear.

A descoberta dos IncRNAs comecou na década de 1990, mas foi apenas nas Ultimas
duas décadas que os avancos tecnologicos permitiram a identificacdo e andlise
dessas moléculas com maior precisdo (Laurent; Wahlested; Kapranov, 2015)
Métodos baseados em transcriptdmica e epigendmica séo utilizados para identificacéo
e caracterizacdo de IncRNAs, embora ainda haja limitagdes na interpretacdo desses
dados.

Os IncRNAs foram classificados em diversas subclasses principalmente com base em
suas caracteristicas estruturais, funcionais e por localizacdo. Eles tém sido implicados
em varios processos bioldgicos, como diferenciacdo celular, desenvolvimento
embrionario e doencas humanas, incluindo cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas.

A importancia dos IncRNAs no diagnoéstico de doencas tem sido cada vez mais
reconhecida. Por exemplo, a deteccdo de certos IncRNAs pode ser usada para o
diagndstico precoce e a progndéstico de cancer como a deteccao do transcrito PVT1
que esta coaumentada com o gene MYC, um proto-oncogenese (Baljon, 2023). Essa
relacdo entre INncCRNA e neoplasias demonstram potencial como alvos terapéuticos,
oferecendo perspectivas futuras para a medicina personalizada.

Nesta revisdo de literatura o objetivo é apresentar e resumir as funcdes do INncCRNA e
sua relacdo com as doencas nao transmissiveis humanas, utlizando como
metodologia a revisdo em site de bases cientificas como PubMed, ScienceDirect e
publicacdes em revistas cientificas da Nature e Cell Press.

Palavras-chave: RNA longo ndo codificante.; DNA; Expressdo génica,

Regulacédo transcricional; Transcriptbmica



ABSTRACT

The traditional dogma of molecular biology is based on the concept that the flow of
genetic information originates from DNA transcribed into RNA, which is then translated
into proteins. However, this process accounts for less than 2% of the entire translated
gene, with RNA mostly serving as the final product of this information flow. Long non-
coding RNA (IncRNA) has long been considered a transcription product with no
significant biological function, often classified as transcriptional noise (Mercer. Dinger;
Mattick. 2009). Nevertheless, recent studies have shown that IncRNAs play crucial
roles in various cellular processes, such as gene expression regulation and nuclear
organization.

The discovery of IncRNAs began in the 1990s, but it was only in the past two decades
that technological advancements allowed for more precise identification and analysis
of these molecules (Laurent; Wahlested; Kapranov, 2015). Transcriptomic and
epigenomic-based methods are employed for the identification and characterization of
IncRNAs, although there are still limitations in interpreting this data.

LncRNAs have been classified into various subclasses primarily based on their
structural and functional characteristics as well as their localization. They have been
implicated in various biological processes, including cell differentiation, embryonic
development, and human diseases, including cancer, cardiovascular diseases, and
neurodegenerative disorders.

The significance of INcCRNAs in disease diagnosis has been increasingly recognized.
For example, the detection of certain INcRNAs can be used for early diagnosis and
prognosis of cancer, such as the detection of the PVT1 transcript, which is co-elevated
with the MYC gene, a proto-oncogene (Baljon, 2023). This relationship between
IncRNA and neoplasms demonstrates their potential as therapeutic targets, offering
future prospects for personalized medicine.

In this literature review, the objective is to present and summarize the functions of
INcRNA and its relationship with non-communicable human diseases, using a
methodology that involves reviewing scientific databases such as PubMed,
ScienceDirect, and publications in scientific journals from Nature and Cell Press.

Keywords: Long non-coding RNA; DNA; Gene expression; Transcriptional regulation.
Transcriptomics.
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1.INTRODUCAO

O RNA longo néo codificante (INcRNA) é uma classe de moléculas de RNA que
séo transcritas a partir do DNA, mas ndo sao traduzidas em proteinas e possuem mais
de 200 nucleotideos. Apesar de inicialmente terem sido considerados um ruido
transcricional somente tolerado pelo organismo, pesquisas recentes demonstraram
gue os IncRNAs desempenham uma variedade de fungbes biolégicas importantes na
regulacdo da expressdo génica, organizacdo nuclear e interacdo com outras
moléculas (Alberts, 2017).Esses transcritos interagem com uma variedade de
moléculas, formando complexos RNA-proteina, RNA-DNA e RNA-RNA.

A descoberta e caracterizacdo dos IncRNAs foi possibilitada pelo avango
tecnolégico em métodos de sequenciamento e analise de RNA, bem como em
técnicas de epigenémica e bioinformatica (Laurent; Wahlested; Kapranov, 2015). Este
trabalho de revisdo se propde a apresentar, de maneira ndo exaustiva e de facil
compreensao, o estado atual do conhecimento sobre os INcRNAs, desde a descoberta
inicial de alguns poucos exemplares funcionais até a identificacdo de milhares de
novas moléculas em mamiferos. Sera discutido a historia da descoberta dos INcCRNAs,
os métodos utilizados para sua identificacao e caracterizacéo, as principais classes e
subclasses de IncRNAs e sua fungao bioldgica em processos celulares. Além disso,
sera abordado o envolvimento dos IncRNAs em diversas doen¢as humanas, como
cancer, doencas cardiovasculares, autoimunes e neurodegenerativas, bem como as
perspectivas futuras de sua utilizagdo como alvos terapéuticos em diversas

patologias.



12

2.0BJETIVO

Apresentar de forma objetiva o papel do RNA longo néo codificante (IncRNA) e
seus mecanismos de acéo, apresentando a relacao desses transcritos com doencas
ndo transmissiveis e assim incentivar o uso desse novo conhecimento para melhorar

as formas de diagndstico e tratamento.
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3.METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo bibliografica narrativa a partir de artigos cientificos
publicados entre os anos de 2002 e 2023, nos idiomas portugués e inglés, e
disponiveis nas bases de dados PubMed, ScienceDirect e publicagbes em revistas
cientificas como Nature e Cell Press. Foram utilizadas as seguintes palavras-chave:
RNA longo nédo codificante. RNA. DNA. Transcricdo. Expressao génica. Regulacéo

transcricional. Transcriptomica
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1 DEFINICAO E IMPORTANCIA DOS IncRNAS

Embora ndo sejam traduzidos em proteinas, os INCRNAs tém sido associados
a uma ampla gama de processos biologicos e sao fundamentais para o
desenvolvimento e a homeostase dos organismos (ALBERTS, 2017)

A principio os IncRNA s&o definidos por serem RNA maiores que 200
nucleotideos que néo codificam proteinas (Zhang; Liu; Chen, 2020), alguns sédo
transcritos pela RNA polimerase 1l e podem possuir cap 5’ e cauda poli-A (Mallory;
Shkumatava, 2015). Pode observar também que alguns dos IncRNA sofrem splicing
e podem ser pouco conservados quando comparados com outros RNA codificantes

ou nédo codificantes (Chen; Wang, 2012).

A estimativa numérica do RNA longo néo codificante (INncRNA) esta sendo uma
informacéo de dificil consenso entre os bancos de dados. Banco de dados com
curadoria e anotacdo manual como o GENCODE estima que esses transcritos
possuem 19.000 genes que séao transcritos em IncRNA (Frankish; Carbonell-Sala;
Diekhans, 2022), porém banco de dados com anotagdo automatica como o
NONCODE tem estimativas de 100.000 (Guigo, 2023). A importancia dos INcCRNAs
tem sido amplamente reconhecida nas ultimas décadas, e seu estudo tem se tornado
um campo de pesquisa em rapido crescimento. Uma das fun¢des mais estudadas dos
INcRNASs € a regulacao da expressao génica e como biomarcadores oncolégicos. Eles
podem regular a expressdo génica tanto em nivel transcricional quanto pés-
transcricional (Bunch, 2018). Seu papel na regulacdo génica € cada vez mais

reconhecido como crucial em muitos processos bioldgicos.

Frequentemente sdo expressos de maneira especifica em tecidos e células e
podem ser usados como biomarcadores em diagndsticos e progndésticos de doencas,
por exemplo, o INcRNA PCA3, quando encontrado em niveis elevados na urina de
pacientes, demonstra uma acuracia de 80% em identificar casos de cancer de prostata
(Najafi, 2022) . Com isso, 0 avanc¢o nas pesquisas sobre os INcCRNAs tem o potencial
de fornecer informacdes valiosas sobre o funcionamento do organismo humano, bem

como sobre o diagnostico e tratamento de diversas doencas.
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As Regides Aceleradas Humanas (HARs) sdo partes do genoma que sao
conservadas ao longo da evolucdo, mas que acumularam mudancas especificas nos
humanos. Estudos sobre como as HARs afetam o desenvolvimento cerebral e os
fenotipos cerebrais adultos tém crescido significativamente nos ultimos anos
(Guardiola-Ripoll, 2023). Uma das pesquisas sobre o tema destaca a presenca de
INcRNA especificos na evolugéo cerebral. Essas pesquisas se baseiam em analisar a
diferencas entre as espécies humanas e os chimpanzés nas regides humanas
aceleradas (HARS). A hipotese de que IncRNAs desempenharam um papel critico no
desenvolvimento do tamanho relativo do cérebro e da capacidade cognitiva séo
suportadas por: (a) esses INCRNA serem altamente conservados entre as espécies no
tecido do cérebro, contrariando a sua natureza instavel, exceto quando analisado no
tecido encefalico humano. Nesses loci os INCRNA sofreram alteracdes comparados
aos seus ortdlogos; (b) Em testes in vitro foram observados que os INcCRNA fazem
parte do processo de diferenciacao das células pluripotentes relacionadas a linhagens
neuronais (Clark; Blackshaw, 2017). Contudo, essas pesquisas ainda carecem de

mais dados para comprovar que os dados in vitro sdo reprodutiveis in vivo.

Os IncRNAs também tém sido implicados na organizacdo nuclear e na
interacdo com outras moléculas. Eles podem interagir com proteinas, DNA e RNA
para modular a expressdo génica e outras funcdes celulares. Alguns INcCRNAs séo
capazes de modular a cromatina, afetando assim a acessibilidade do DNA para 0s
fatores de transcricdo, como por exemplo a supresséo do gene P53 e pela metilacéo
das histonas pelo Complexo Repressor Polycomb 2 (PCR2) causado pela presenca
do IncXist (Kung; Colognori; Lee, 2013).

Os mecanismos moleculares pelos quais 0s INncCRNAs regulam a expressao
génica sao diversos e ainda estdo sendo investigados. Algumas das maneiras pelas
quais os IncRNAs regulam a expressédo génica incluem a interferéncia no splicing
(Clark; Blackshaw, 2017), modulando a resposta pos traducional regulada pelos
mMiRNA(Kung; Colognori; Lee, 2013). Os IncRNAs também podem afetar a
estabilidade do mRNA e a degradacdo do RNA (Zhang; Liu; Chen, 2020), bem como

a modulacéo da atividade de proteinas(Poliseno,; Salmena; Zhang, 2014).

Além disso, os INncCRNAs estao envolvidos em diversos processos bioldgicos,

como o desenvolvimento embrionario (Vance; Ponting, 2014) , diferenciagao celular
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de células tronco (Ashtian, 2022), homeostase (Sanchez-Marin, 2022) e doenc¢as néo
transmissiveis. Estudos recentes mostraram que os INCRNAs desempenham papéis
criticos em uma ampla variedade de doencas humanas, incluindo cancer, doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes e neurodegenerativas. Esses resultados
destacam a importancia de continuar a investigar o papel dos IncRNAs na biologia
celular e no desenvolvimento de novas terapias e biomarcadores para doencas

humanas.

Abaixo temos uma tabela para representar alguns INcCRNA e sua relagdo com

papéis bioldgicos descritos:

Tabela 1=—Exemplificagdo de alguns IncCRNA com as doencgas relacionadas e o principal
mecanismo de acado associado

[ IncRNA | Papel biolégico [ Mecanismo [ Ref |
Envolvido no controle da resposta imune a infecgdes Ativa a transcricéo em trans {Vance, Ponting,
MNeST ; ; ; .
microbianas do interferon gamma (ifn)g 2014)
KCNQT10T1 Promove a invacao celular e migragéo tumoral Ativa avia JAKZ2ISTAT3I {Hjazi, 2023)
Almenta a interagao entre os mRNA: PDCD4 e HUR Estabiliza o mREMA PDCD4  (Zhang; Liu; Chen,
POCD4-AS . .
favorecendo a progressac do cancer de Pulmao ao formar um RNA duplex 2020)
| HIST | inativac&do de um cromossomo X feminino | hWudanca nas histonas | {Long, 2017) |

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
4.2. LINHA DO TEMPO DA TRANSCRIPTOMICA

Ao longo dos séculos, a genética e a biologia molecular tém sido areas de
intensa investigacdo cientifica, permeadas por descobertas e avangos que
revolucionaram nossa compreensao da vida. Desde as investiga¢gdes pioneiras de
Gregor Mendel no século XIX até as recentes descobertas do século XXI, as
pesquisas nessas areas tém fornecido insights fundamentais sobre a hereditariedade
e a estrutura molecular dos organismos. Em 1869, Friedrich Miescher descobriu o
ndcleo, revelando a existéncia de uma substancia que mais tarde seria conhecida
como acido desoxirribonucleico (Dahm, 2004). O entendimento da estrutura do DNA
veio em 1953, quando Watson e Crick desvendaram a dupla hélice do DNA,

estabelecendo as bases para a compreenséao da hereditariedade.

Em 1944, Avery, McLeod e McCarty lancaram uma hipétese marcante ao
demonstrar que o DNA era o material hereditario. Somente na década de 1960 foi
consolidado com mais impacto a importancia do DNA na transmissao de informacgdes

genéticas (Kung; Colognori; Lee, 2013). Nas décadas seguintes, surgiram avangos
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significativos, como o codigo genético em 1958, que elucidou a relacdo entre a
sequéncia de nucleotideos do DNA e a sequéncia de aminoacidos nas proteinas. Em
1947 André Boivin publicou a primeira hipétese sobre a funcionalidade genética do
RNA, afirmou que o RNA se adaptava ao gene. Desde entdo diversos pesquisadores
fizeram avancos na descoberta dos RNA, porém nenhuma hipdtese descrevia
plenamente a funcédo ou o local do RNA (Cobb, 2015) . Em 1955, a descoberta do
RNA ribossomal lancou as bases para o estudo das moléculas de RNA(Jarroux;
Morillon; Pinskay, 2017), sendo assim o primeiro RNA claramente identificado.
Somente dois anos depois, em 1960, conceito do RNA mensageiro foi concebido por
Brenner, Jacob e Meselson (Kung; Colognori; Lee, 2013) . Desde entdo, o mundo

sobre a biologia molecular estd em franco desenvolvimento.

Em 1972, os cientistas Janet Mertz e Ronald Davis conseguiram clivar o DNA
com uma enzima de restricdo, possibilitando o corte do DNA em fragmentos
especificos. A reducdo de um DNA gendmico para alguns pares de bases permitiu um
dinamismo no estudo do DNA e as codificacbes de cada regido gendmica
separadamente, além de permitir a clonagem génica. Pouco tempos apoés isso a
técnica de sequenciamento de Sanger foi desenvolvida, aprimorada em
1977(Brownlee, 2018), possibilitou a leitura e compreensao das sequéncias de DNA

com precisao, avancando no estudo de compreensdo sobre a genémica.

Em 1990, o Projeto Genoma Humano foi lancado com o objetivo ambicioso de
sequenciar todo o genoma humano. O projeto foi concluido em 2003, alcancando 92%
de conclusédo. Ao longo do caminho, foram feitos progressos importantes, como o
sequenciamento completo do cromossomo 22 em 1999 (Rinn; Chang, 2013) e o
desenvolvimento da iniciativa SNP em 1998 (Jarroux; Morillon; Pinskay, 2017), que

permitiu identificar variacbes genéticas entre individuos.

No inicio do século XXI, avancos tecnoldgicos revolucionaram a genémica. Em
2005, o sequenciamento de nova geracéo (NGS) foi langcado, permitindo sequenciar
rapidamente genomas inteiros e elucidar a estrutura e funcéo de diversas moléculas,
incluindo INcRNAs. A descoberta do IncRNA H19 ocorreu em 1989. Inicialmente o H19
foi classificado como mMRNA por possuir elementos estruturais semelhantes ao RNA
mensageiros e ser percussor de micro RNA (Cai; Cullen, 2007). A complexidade e a

diversidade dessas moléculas nao codificantes instigou pesquisadores a explorarem
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seu papel fundamental em diversos processos biolégicos, contudo esse mesmo fator

€ um viés de complicacdo para identificacdo (Laurent; Wahlested; Kapranov, 2015).

Além disso, no inicio dos anos 1990, foi desenvolvida a tecnologia de
MicroArray, também conhecida como Array. O Microarray de RNA possibilitou a
andlise simultanea de milhares de sequéncias de RNA em uma Unica experiéncia,
tornando-se uma ferramenta poderosa para estudos de expressao génica. Foi por

dessa técnica que o H19 foi descoberto (Zhu; Huang, 2021).

A partir de 2015, estudos in vitro e in vivo e analises integrativas (Fang, 2015)
aprofundaram o entendimento do papel dos IncRNAs na regulacdo da expressao
génica e estrutura do genoma. Em 2019, a pesquisa avancou ainda mais, explorando
a forma tridimensional e topoldgica dos IncRNAs, o Meg3 (Chillon; Marcia, 2020)
(Figural).

Com o desenvolvimento e publicacdo do Projeto Genoma Humano (PGH) que
tinha como objetivo sequenciar todo o genoma, o pesquisador John Rinn interessado
em procurar moléculas biologicamente ativas no cromossomo 22, 0 primeiro
cromossomo a ser inteiramente publicado, se deparou diversos RNAs n&o codificante.
Rinn impressionado com a quantidade de células biologicamente ativas levantou a
hipétese dos achados serem artefatos da tecnologia. Somente em 2007 John Rinn
relatou a identificacdo de um novo RNA néo codificante funcional de 2,2 quilobases
chamado de HOTAIR (Morillon, 2018). Essa narrativa ilustra a importancia do avango
tecnologico e do desenvolvimento tedrico na progressiva compreensao da biologia
molecular. Além disso, ressalta como a disseminag¢do do conhecimento pode levar

outras pessoas a obterem insights importantes.

Assim como o HOTAIR, diversos outros transcritos ndo identificados foram
revisados e classificados como IncRNA, como no caso do Xist, considerado um dos
primeiros descobertos em 1991 (Loda; Heard, 2019), e o pioneiro H19, descoberto em
1989, antes mesmo do inicio do Projeto Genoma Humano (PGH). Utilizando esses
trés exemplos de IncRNA, é notavel que, apesar de a descoberta do IncRNA ter
ocorrido ha 34 anos até 2023, o entendimento da classe de "longos néo codificantes"
tem menos de 20 anos, tornando-se algo recente, permeado de incerteza. Esse

contexto confere uma perspectiva controversa em virtude das complicagbes de
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identificacbes e pouco conhecimento consolidado sobre o tema. Em contrapartida, ha

um enorme potencial desses transcritos nas aplicacdes clinicas.

Figura 1 — Resumo dos Marcos histéricos que impactaram na descoberta e
desenvolvimento do IncRNA
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

O avanco tecnologico desempenha um papel crucial nas descobertas
cientificas, especialmente no estudo dos IncRNAs (Correia; Rodrigues; Pelozin, 2021).
A melhoria na sensibilidade das andlises permite a deteccao mais precisa e fiel dos
niveis de expresséo dessas moléculas. Por exemplo, ha IncRNAs com apenas 0,0006
copias por célula (Kung; Colognori; Lee, 2013), o que anteriormente justificava ser

erroneamente interpretado como um artefato tecnoldgico ou ruido transcricional.

Existem diversas teorias sobre a origem dos genes de RNAs nao codificantes,
sendo uma delas a possibilidade de que os genes codificadores de proteinas (PCGs)
tenham passado por mutagdes gendmicas ou inser¢des de retrotransposons. Essas
modificacdes nos PCGs levaram a formacgéo dos pseudogenes, que sao sequéncias
genéticas que ndo resultam em producdo de proteinas funcionais. Os pseudogenes,
anteriormente considerados religuias evolutivas, podem dar origem a diversos RNAs

longos néo codificantes intrénicos, como é o caso do PTEN11, por exemplo.
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A finalizac&o do Projeto Genoma Humano possibilitou uma analise comparativa
entre transcritos. Um levantamento interessante nas anotacdes do GENCODE
demonstrou um crescente niumero de anotagdes dos INcCRNA, a partir de sua admissao
na plataforma em 2009 e hoje o numero de anotacdes sobre os InCRNA é

extremamente simular ao nimero de PGC, como apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo gréfica da evolucdo de anotacdes sobre os IncRNA
depositados no GENCODE.
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Fonte: Adaptado de Roderic Guigd (2023).

Os RNAs longos néo codificante podem ser estudados por MicroArray e
meétodos de sequenciamento. O NGS necessitou a criacdo de uma biblioteca de RNA-
seq e acelerou as descobertas do RNA néo codificantes (Byron; 2016). Para
padronizacdo e melhor entendimento essa reviséo ira se basear como metodologia
principal de identificacdo o uso de RNA-seq por NGS. Essa técnica emprega 0s
principios de hibridacdo para a deteccdo de sequéncias especificas de RNA em

células ou tecidos, utilizando sequéncias complementares as de interesse.

4.3. DESAFIOS TECNOLOGICOS NA IDENTIFICACAO

4.3.1 Tecido — especifico

Ao contrario do RNA mensageiro e outros tipos de RNA, o RNA longo
nao codificante (INcRNA) exibe uma alta especificidade tecidual e temporal(Mallory;
Shkumatava, 2015 ), sendo desafiador sua extracéo e quantificacéo. Devido as baixas
concentracdes de copias por célula e sua rapida degradacédo, os IncRNAs demandam
equipamentos e profissionais especializados para sua manipulagéo (Hjazi, 2023).

Além disso, a falta de conservacao evolutiva entre as espécies dificulta o estudo in
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vivo de IncRNAs em humanos, uma vez que pode ndo haver um homologo
correspondente de um INnCRNA presente no cérebro de chimpanzés, por exemplo. No
entanto, essa alta especificidade também oferece vantagens, tornando o IncRNA um
alvo terapéutico ou biomarcador com alta especificidade

4.3.2 Sequenciamento por ngs

Os métodos tradicionais, como Array ou PCR, dependem do uso de sondas
especificas ou arranjos de oligonucleotideos predeterminados. Esses métodos
requerem um conhecimento prévio detalhado da regido alvo, o que significa que
regides com genes desconhecidos ou com variantes podem nao ser reconhecidas por
esses métodos. No entanto, 0 RNA-seq utiliza o Sequenciamento de Nova Geracéo
(NGS), que permite a andlise de fragmentos maiores de &cidos nucleicos e aumenta
a probabilidade de descoberta de novos genes, transcritos ou novas variantes de

genes previamente descritos (Kraus; 2016)

A construcdo do RNA-seq envolve vérias etapas essenciais. Em primeiro lugar,
€ necessario realizar a extracdo e purificacdo do RNA. Essa etapa pode ser feita
manualmente ou por meio de métodos automatizados, semelhante a extracdo de DNA
(Gao; 2018) (Gupta; 2010)

A segunda etapa € o enriquecimento, que desempenha um papel crucial na
selecdo das melhores estratégias para o processo. Nessa etapa, é determinado qual
classe de RNA € a mais relevante para o estudo. Inicialmente, a amostra de RNA
extraida inclui todas as classes, como RNA ribossomal, RNA mensageiro, micro RNAs
e outros. No entanto, no caso do INcRNA, é interessante reduzir a quantidade de RNA
de outras classes que sao bem definidas e identificaveis, como o RNA ribossomal. O
enriguecimento € uma técnica de purificacdo especifica ou amplificacdo seletiva.
(Byron; 2016) Isso permite uma maior concentracdo do RNA alvo, facilitando a anélise

e aumentando a sensibilidade da deteccéo

A terceira etapa é a construcdo da biblioteca de RNA. Nessa etapa, 0 RNA é
fragmentado para facilitar a ligagdo aos adaptadores de sequenciamento. Sao
desenvolvidos adaptadores que tém a funcdo de direcionar a orientacdo 5'-3' dos
fragmentos e converter o RNA em cDNA, o qual é posteriormente amplificado por
PCR.
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Apo6s a construcao da biblioteca, a amostra € submetida ao sequenciamento,
onde ocorre a leitura e registro das sequéncias de nucleotideos presentes no RNA
(Byron; 2016). Os dados obtidos sdo entdo analisados por meio da bioinformética,
permitindo a identificacdo dos transcritos. Com isso € possivel a comparacédo desses
dados com o gene e a transcriptoma, o que permite insights sobre a regulacao génica
e a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a diversos processos

biologicos e doencas.

A falta de caracteristicas distintivas e a diversidade estrutural e funcional dos
IncRNAs tornam desafiador o seu correto agrupamento e classificagdo. Além disso, a
falta de um padrdo de referéncia bem estabelecido para a anotacdo de IncCRNAs
dificulta ainda mais essa tarefa. Algumas das dificuldades especificas na

categorizacao de IncRNAs incluem:

a) Baixa abundancia: Muitos INcCRNAs sdo expressos em niveis baixos de
expressdo, o que pode dificultar a deteccdo e a quantificagcdo precisa desses
transcritos (Mallory; Shkumatava, 2015) devido a alta sensibilidade que requer analise
(Chillén; Marcia, 2020).

b) Variabilidade de comprimento: Os INcRNAs variam consideravelmente em
termos de comprimento, por exemplo o Xist tem 17kb de comprimento enquanto o
roxX2 possui 1.1kb (Long, 2017), o que pode afetar a eficiéncia da amplificacdo e
sequenciacdo durante o processo de construcdo da biblioteca, pois a etapa de
fragmentacdo tem por objetivo tornar os fragmentos com tamanhos préximos,

tornando o sequenciamento um procedimento caro (Fang; Fullwood, 2016).

c) Anotacédo inadequada: A falta de uma anotacdo apurada dos INcCRNAs no
genoma dificulta a associacdo correta dos INcRNAs identificados aos seus respectivos
locais gendmicos e a fungéo bioldgica, principalmente por alguns INcCRNAs sofrerem

splicing e ndo serem conservados (Yan; Tan, 2022).

4.3.3 Topografia estrutural

Assim como outros tipos de RNA, o IncRNA pode adotar diversas estruturas
secundarias e terciarias, e até mesmo circular (Xing; Chen, 2018). No entanto, devido
a limitacdo de tamanhos atrelado aos primers de analise em comparacao ao tamanho

consideravel de alguns IncRNA (Fang, 2015), juntamente com os desafios
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mencionados anteriormente, como anotac¢des inadequadas, a bioinformatica enfrenta
dificuldades para realizar simulacdes da topografia desses transcritos. Somente em
2019 foi desenvolvido o primeiro modelo 3D para o IncRNA (Chillén; Marcia, 2020), e
mesmo apés 5 anos, ainda € um desafio compreender as conformacgdes e interacdes

entre os INCRNA e proteinas associadas.

4.4. PRINCIPAIS CLASSES E SUBCLASSES

Os IncRNA podem ser classificados de diversas maneiras, levando em
consideracao diferentes aspectos (Quinn; Chan, 2015). As principais classificacdes
incluem: comprimento, localizagdo em relacdo a PCGs (protein coding genes),
associacao com outros elementos de DNA de funcdo conhecida, via de biogénese ou
estabilidade, sublocalizacdo ou origem subcelular, funcéo, associacdo com processos
biolégicos especificos, presenca em repeticbes e conservacdo de sequéncia e
estrutura (Laurent; Wahlested; Kapranov, 2015). E importante ressaltar que um
mesmo INcCRNA pode se encaixar em mais de uma dessas categorias. Por exemplo, o
NEATL, pela classificacdo funcional se enquadra em arquitetdnico e, por localizacao,
€ considerado nuclear (Jarroux; Morillon; Pinskay, 2017). A classificacdo associada a
relacdo com os PCGs e a funcdo sédo as mais utilizadas. Devido a complexidade das

classificacdes disponiveis, esta revisdo se concentrara nessas classificacoes.

Para compreender melhor a classificacdo associada aos PCGs € necessaria
uma breve revisdo do mecanismo de splicing alternativo. A regulacao do splicing € um
processo crucial para a formacao de diferentes isoformas de RNA a partir de um
mesmo gene. Nesse contexto, a regulacdo pode ocorrer tanto no local onde o gene é
traduzido sendo a cis-regulagéo quanto em outros genes chamado de trans-regulagao
(Quinn; Chan, 2015).

A classificacdo associada aos PCGs dos transcritos néo codificantes de
proteinas engloba quatro subclasses principais, que podem ser ainda refinadas com
base na categorizacdo de cis ou trans de acordo com eventos de splicing alternativo
(Zhang; Liu; Chen, 2020):

a) Sentido (Sense): Refere-se aos INCRNA cuja orientacdo de transcricao é
concordante com a do gene codificador de proteinas (PCG) associado.
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b) Antissenso (Antisense): Designa os InNcCRNA cuja transcricdo ocorre na
orientacdo oposta a do PCG associado, estabelecendo uma relacdo de

complementaridade em termos de sequéncia.

c) Intergénico (Intergenic): Quando um IncRNA origina-se de uma regiao
situada entre dois PCGs, ou seja, ho espaco gendmico que separa esses genes.

d) Intragénica (Intragenic): Refere-se a localiza¢do de INcRNA em uma regido
intrbnica de um gene codificador de proteinas. Essa situacdo ocorre quando
elementos regulatérios de um IncRNA influenciam o processo de splicing de genes

adjacentes.

Essas categorias fornecem uma estrutura de classificacdo mais precisa para
0s IncRNA, considerando sua relacéo espacial e funcional com os genes codificadores
de proteinas. A Figura 3 mostra uma representacdo grafica de como é organizada

essa classificacao.

Figura 3 - Afigurailustra quatro classificagcdes de INcCRNA em relagdo aos genes
codificadores de proteinas (PCGs): (a) Transcrito Intergénico em cis e sentido. (b)
Transcrito Intergénico em trans e antissenso. (c) Transcrito Intragénico em cis e

sentido, (d) Transcrito Intergénico em trans e antissenso.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os IncRNAs podem ser categorizados de acordo com suas funcdes bioldgicas.
Alguns atuam como guias de RNASs, direcionando proteinas para locais especificos
no genoma. Outros funcionam como scaffolds, fornecendo suporte para outras
estruturas moleculares. Existem também os IncRNAs que atuam como competidores
endogenos de outros RNAs. Além disso, ha uma classe de IncRNAs que sé&o
precursores de outros RNAs, sendo os precursores de microRNAs (miRNAs) os mais

conhecidos nessa categoria. Recentemente, alguns autores tém aceitado a categoria
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decoy como classificacdo funcional (Guttman; Rinn, 2023). As funcdes dos INncCRNAs
serdo abordadas em maior profundidade no nono tépico, uma vez que estao

intimamente ligadas aos mecanismos de agao desses INCRNAs.

4.5. MECANISMOS DE ACAO DO IncRNA

Os RNA longo nao codificantes possuem algumas classes funcionais, que
podem ser usadas a fim de classificacéo, porém nesse topico sera explorado somente
as principais formas de funcionas dos IncRNA para entender melhor como esses

transcritos estdo envolvidos nos processos moleculares.
4.5.1. Scaffold

Um RNA néo codificante, devido a sua estrutura tridimensional complexa e
dindmica, pode desempenhar um papel de suporte para outras estruturas
moleculares. Um Scaffold pode ligar duas ou mais proteinas entre si para amplificar
um evento molecular (Morillon, 2018). Esse papel estrutural pode promover alteracdes
na sinalizacéo e localizacao de moléculas (Lim, 2018).

Figura 4 - Mecanismo de Scaffold. (A) HOXD antes do silenciamento induzido por
histonas. (B) HOXD silenciado pelo IncHOTAIR guiar as proteinas PCR2 e LSD1 até o
gene.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Os IncRNA estdo envolvidos principalmente na epigenética e no controle da
transcricdo e na regulacdo da expressdo génica, podendo atuar em trans ou cis
(Morillon, 2018). Um exemplo de IncRNA j& citado € o HOTAIR, que tem o potencial
de ligar ao complexo de Pcr2 e a LSD1 devido a sua estrutura. O IncRNA guia e da
suporte ao PCR2 e ao LSD1 para a realizacdo da metilacdo das histonas no gene
HOXD (Tsai, 2012). (Figura 4)

4.5.2 Decoy

Recentemente, foi descoberto que os IncRNA podem atuar como alvos
miméticos para os microRNAs (miRNA). Ao compartilhar homologia com os sitios de
ligacdo dos miRNA em alvos enddgenos, os INncRNA sequestram e modulam a funcao
dos miRNA, o que pode se tornar um alvo terapéutico promissor para a regulacéo de
mMiRNA (Banks, 2012). Um exemplo recente desse fenbmeno é o IncRNA PTENP1,
que atrai os miRNA que normalmente regulam a pos transcri¢cdo do gene PTEN (Fang;

Figura 5 — Mecanismo de Decoy. (A) O gene PTEN esta sendo regulado pela presenca
de miRNA. (B) o IncPTENP1 age como uma “esponja” que atrai os miRNA para si
regulando positivamente a expressdo do PTEN.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Fullwood, 2016). O gene PTEN é um supressor de tumores, mas durante o processo
de proliferacao tumoral, alguns miRNA, como os miR-21, miR-200 e miR-214, podem
regular negativamente sua expressao (Poliseno,; Salmena; Zhang, 2014). O IncRNA
PTENP1 atua como uma espécie de "esponja" para esses miRNA, impedindo que eles
reprimam a expressao do gene PTEN e, portanto, contribuindo para a regulacao da

proliferacéo tumoral. (Figura 5)

E importante ressaltar que alguns autores classificam esse mecanismo como
um competidor endégeno de miRNA, pois os INcRNA também podem competir pelos
sitios de ligagdo do miRNA devido a semelhanca parcial de sequéncia com 0s
transcritos de genes codificadores de proteinas (PCG). No entanto, os limites entre
um decoy e um competidor enddégeno ainda ndo estdo completamente estabelecidos,
alguns autores consideram o decoy como uma subclassificacdo dos competidores
enddgenos (Banks, 2012). Essa classificacdo pode variar dependendo do contexto e
da fungéo especifica do IncRNA em questéo.

4.5.3 Precursor de RNASs curtos

Muitos RNAs longos nao codificantes (INcCRNAs) possuem elementos que
podem atuar como precursores de pequenos RNAs, como microRNAs (miRNAS) ou
RNAs de interferéncia (RNAIi), quando séo transcritos pela RNA polimerase Il. Um
exemplo notavel é o IncRNA H19, que inicialmente foi identificado como um RNA

mensageiro (MRNA).

Para confirmar a capacidade do IncRNA H19 de atuar como precursor do
mMiRNA miR-675, realizaram-se experimentos em que células de queratindcitos
humanos foram clonadas e a expressao anormal do H19 nessas células foi analisada
em camundongos. O objetivo era determinar se a presenca anormal do H19
estimulava a sintese do miR-675. Os resultados desses experimentos in Vvivo
confirmaram que o IncRNA H19 de fato atua como um precursor do miRNA miR-675
(Cai; Cullen, 2007). (Figura 6)
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Figura 6 — Precursor de RNA curtos. A imagem demonstra o H19 sendo precursor do
microRNAs mi-675.
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4.5 4 Guia

Os RNAs guias desempenham um papel crucial na formacédo de
ribonucleoproteinas (RNPs) devido a complementaridade de sequéncia que lhes
permite recrutar especificas RNPs para seus alvos. Além da interacdo com RNPs, 0s
IncRNA também tém a capacidade de se ligar a outros RNAs e ao DNA (Rinn; Chang,
2013). Por exemplo, o IncFendrr age como um recrutador do complexo PRC2 para o
promotor do gene Pitx2, induzindo a metilacdo desse gene (Fang; Fullwood, 2016).
No entanto, a compreensédo detalhada desse mecanismo e de outros € desafiadora
devido as complexas estruturas tridimensionais dos INcCRNA, que ainda séo dificeis de

simular e compreender completamente (Vance; Ponting, 2014). (Figura 7)
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Figura 7 — Mecanismo de Guia. (A) O gene Pitx2 sem aregulacdo genética causada pelo
Fendrr. (B) O gene Pitx2 esta sendo negativamente regulado pelo PCR2 que foi guiado
até o gene pelo Fendrr.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
4.6. LncRNA E SUA RELACAO COM A EXPRESSAO GENICA

Os RNA longos nao codificantes tém sido associados a doencgas,
especialmente o cancer. No contexto do céncer, algumas dessas moléculas tém
chamado atencdo por desempenharem papéis importantes na regulacdo da
expressdo génica e na progressdo tumoral. Os IncRNA podem interagir com
complexos proteicos, como por exemplo com o complexo chamado PRC2 (Complexo

Repressor Polycomb 2).

O PRC2 é um complexo proteico encontrado nas células eucarioticas que
desempenha um papel crucial na regulacédo da expressao génica e na manutencao
da estrutura da cromatina. Sua principal fungéo € adicionar grupos metil nas histonas.
Especificamente, essa proteina adiciona grupos metil na posicao lisina 27 da histona
H3 (H3K27me3) (Fang; Fullwood, 2016).

Essa modificagdo epigenética leva a compactacdo da cromatina e & supressao
da expressdo génica nos locais onde ocorre. Ou seja, 0 PRC2 atua reprimindo a

atividade de genes especificos, garantindo que eles permanecam silenciados ou
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pouco ativos em determinadas situacdes celulares (Kaneko, 2010), essa via de
supressdo genética € amplamente utilizada por varios tumores, silenciando genes
como o P53 que regula a apoptose o cancer promove sua proliferagéo e invasdo de
tecido adjacentes (MA, 2023).

Além disso, a metilagé@o das histonas € uma modificagéo epigenética importante
gue regula a estrutura da cromatina e a expressao génica. As histonas séo proteinas
que estdo associadas ao DNA para formar a cromatina, e a metilacdo ocorre em
residuos especificos dessas proteinas, como lisina (K) e arginina (R). A metilacdo de
lisinas especificas, como a lisina 4 da histona H3 (H3K4) esta frequentemente
associada a ativacdo da transcricdo génica, enquanto a metilacdo da lisina 9 e 27 da
histona H3 (H3K9 e H3K27, respectivamente) esta associada a repressdo da
expressdo génica (Han, 2023). O complexo PRC2 esta relacionado ao poder de

metilacdo das histonas guiado pela interagcdo em cis ou trans com 0s INCRNA

Alguns IncRNAs, como o HOTAIR e Xist, estdo envolvidos na regulagéo da
expressdo génica por meio da metilacdo da histona H3K27 utilizando o complexo
PRC2. No entanto, o HOTAIR atua em trans, ou seja, é transcrito a partir do gene
HOXC no cromossomo 2, mas exerce sua funcdo suprimindo o gene HOXD no
cromossomo 12 ao interagir com o PRC2 (Wilusz; Sunwoo; Spector, 2009).(Figura 8)
Essa regulacdo génica mediada pelo HOTAIR esta fortemente associada a diversos
tipos de cancer e sua presenca esta relacionada a um pior prognaéstico para o paciente
(Gupta, 2010)

Figura 8 - Regulac&o génica em trans induzida pelo HOTAIR. (A) Esquema de
como é feito a regulacdo em trans entre o cromossomo 2 e 12 mediado pelo HOTAIR.
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(B) Gene HOXD néao regulado negativamente pelo IncRNA. (C) Como o HOTAIR induz o
PCR2 a metilar o gene HOXD
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Por sua vez, o Xist atua no processo de Inativagdo do Cromossomo X (XCI),
em que suprime a atividade do cromossomo X por meio de regulacéo cis, ou seja, 0

préprio gene produz o transcrito que o silencia (Loda; Heard, 2019).
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Outra importante relacdo com a ontogenética € com o gene p53, conhecido
como supressor de tumores. A p53 expressa uma proteina que desempenha um papel
central na regulacdo do ciclo celular e na resposta ao estresse celular (Najafi, 2022).
Quando as células estdo danificadas ou sofrem mutacdes, a p53 é ativada e pode
levar a parada do ciclo celular para permitir que o DNA seja reparado homologamente
ou, em casos irreparaveis ou com potencial cancerigeno, pode induzir a apoptose, um

processo de morte celular programada. (Figura 9)

Figura 9 - Esquema dos processos envolvendo os IncRNA e a regulacéo génica. (A)
representa graficamente as funcdes do fator p53 e sua influéncia com o MDM2 pelo
mecanismo de feedback negativo. No (B) é demonstrado a relagdo de co aumento do
INcRNA PVT1 com o proto-oncogene MYC. No (C) o IncRNA Xist influéncia o complexo
proteico PCR2 a realizar o processo de metilagdo nas histonas. No (D) é apresentado
a relagcdo entre todos esses processos, 0 IncRNA XIST pelo PCR2 estimula a
supressao génica do P53 por metilagdo, além disso a expressdo do PVT1 aumentada
pelo MYC causa uma interferéncia negativa na via MDM2-P53, favorecendo processo
oncogénicos, como a inibicdo da apoptose.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

O gene MYC, um proto-oncogenese, em células neoplasicas amplificadas esta
positivamente correlacionada com a expressdo do IncRNA PVT1, e a amplificacao de
PVT1 esta coaumentada em mais de 98% dos canceres com aumento de copia do
MYC (Lin, 2019). O PVT1 é um indicador preditivo para o cancer colorretal e pode
inibir a capacidade apoptotica das células neoplasicas®. Estudos sugerem que o PVT1
pode interferir na via MDM2-p53 (Ghafouri-Fard, 2020), inibindo a atividade do fator
p53 , apresentando potencial como novo alvo para diagnostico e terapia do cancer

colorretal.
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Assim, a interacdo complexa entre IncRNAs, o complexo PRC2 com a
metilacdo das histonas e relacdo com o fator P53 desempenha um papel essencial na

regulagcéo da expressao génica e na progressao do cancer (Figura 9).

A compreensao desses mecanismos é de grande importancia para o avancgo
da pesquisa em cancer, abrindo novas perspectivas para o diagnéstico e tratamento
da doenca, incluindo a possibilidade de manipular esses processos para induzir a

apoptose em células tumorais.

4.7. AEVOLUCAO DO DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA MOLECULAR

A descoberta dos genes € um marco relativamente recente no contexto
cientifico, sendo que os &cidos nucleicos foram identificados por Friedrich Miescher
em 1869 (Dahm, 2004). Porém, somente em 1958, ou seja, ha menos de 100 anos, o
dogma central da biologia molecular foi concebido por Francis Crick, e posteriormente
desenvolvido por Frangois Jacob e Jacques Monod, estabelecendo que o fluxo de
informacao genética ocorre unidirecionalmente: do DNA para o RNA e, em seguida,
do RNA para a proteina, ndo permitindo que a informacao flua da proteina para os

acidos nucleicos (Morange, 2009).

Entretanto, em 1955, trés anos antes da formulacdo do dogma central, Georges
Palade identificou o primeiro RNA néo codificante (ncRNA) presente no citoplasma,
especificamente no complexo ribonucleoproteico (RNP) altamente abundante: os
ribossomos. Essa descoberta levantou a hipotese de que o fluxo de informacdes
genéticas poderia eventualmente cessar no RNA, o que levou a criacdo da categoria
de RNA néo codificante, alguns dos quais foram inicialmente classificados como ruido
de transcricdo ou artefatos tecnoldgicos (Ponting; Haerty, 2022), considerados néo

influentes no dogma estabelecido.

Com o avancgo tecnolégico no sequenciamento genético, especialmente
impulsionado pelo Projeto Genoma Humano (PGH), foram identificadas diversas
subclasses de RNA, como os miRNAs e IncRNAs. Em 2009, John S. Mattick publicou
o0 artigo intitulado "Deconstructing the Dogma" na revista "Natural Genetic Engineering
and Natural Genome Editing"”, apresentando novas perspectivas e questionamentos

em relacdo ao dogma central da biologia molecular (Mattick, 2009).
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“‘Proponho uma histéria evolutiva alternativa em que a complexidade do
desenvolvimento e cognicdo surgiu através da construcdo de sofisticadas redes
regulatérias baseadas em RNA, que interagem com complexos efetores genéricos
para controlar os padrfes de expressdo génica e as trajetorias epigenéticas de
diferenciacdo e desenvolvimento. Informacdes ambientais também podem ser
transmitidas para esse sistema regulatério através de edicdo de RNA, especialmente
no cérebro. Além disso, as observacbes de que as mudancas epigenéticas
direcionadas pelo RNA podem ser herdadas levantam a intrigante questédo: sera que
a evolugao aprendeu a aprender?”

Figura 10 - Representagdo esquematica adaptada do autor Julien Jarroux (2017). (A)
Esquema do Dogma Central da Biologia Molecular unidirecional desenvolvido por
Francois Jacob e Jacques Monod. (B) Apresenta mudancas no Dogma Central da
Biologia Celular em desenvolvimento desde 2009 apds John S. Mattick destacar a
importancia dos RNA nédo codificante (hcRNA) na maguinaria genética. (C) Alguns
exemplos de RNA longos ndo codificantes (IncRNA) e outras estruturas que
desempenham papéis na regulacdo da expressdo génica e demonstram a
complexidade do dogma genético que ndo é mais estritamente unidirecional.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Considerando a hipotese de Mattick, o0 novo dogma central deixaria de ser

unidirecional e seria mais complexo, levando em conta os ncRNA (Figura 10).

Para fins de comprovacéo do funcionamento do novo dogma central, a Tabela
2 apresenta um resumo de InCRNA e suas fun¢des na regulacédo génica e proteica.
Assim, a compreensdo da biologia molecular esta evoluindo rapidamente, abracando

a complexidade dos ncRNAs e reavaliando o dogma central. Isso tem implicagbes
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significativas na forma como concebemos os mecanismos de regulacdo genética e

abre novas perspectivas para o entendimento da evolucédo e adaptacao biologica.

Tabela 217 — Exemplificacdo de alguns INncRNA e suas interacdes que fogem do Dogma
Central da Biologia Molecular proposto em 1958

[ LncRNA | Doencarelacionada | Mecanismo | Ref |
. . (Ellinge;
MF180-2 Cancer renal Splicing alternativo Rothenburg, 2015}

Interefe na requlacao de necrose em cardiomidcitos ao

MNRF Infarto do miocardio i ! {Wang, 2016)
funcionar como decoy para 0 miR-873
. Aumenta a expressao do CAY-1 ao funcionar como decoy
IMFIncl Gordura no figado para o mMiRNA miT-199a 5p (hA, 2023)
MALAT Diabetes Inibe awvia NF-kB ao modular o miR-182-Spigpcha {Hoorzad, 2023)
SHHG Farkison Fromove proliferagéo celular ao afetar a estabilidade do P53|  (KRAUS, 2023)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
4.8 POTENCIAL DE BIOMARCADOR

Essa revisdo evidencia que os IncRNAs, devido & sua expressdo tecido-
especifica e mecanismos de acdo na modulacdo genética, tém um potencial
consideravel como biomarcadores em diversas doencas. A disfuncdo desses
transcritos ndo codificantes pode contribuir para uma ampla variedade de problemas

de saude em humanos, como nos casos abaixo:

4.8.1 Oncologia:

Numerosos estudos destacam o papel critico dos INcRNAs na regulacédo de
processos-chave em varias formas de cancer, incluindo proliferacao celular, apoptose,
invasdo e metastase. Por exemplo, o IncRNA H19 demonstrou ser um regulador
negativo do gene supressor de tumor CDH1 no cancer de pulméao em 28% dos casos
61, Da mesma forma, o MALAT1 guando altamente expresso foi associado fibroblastos

associados ao cancer por alterar a via AKT/mTOR(Chen, 2023)

4.8.2 Doencas cardiovasculares:

Os IncRNAs também desempenham um papel relevante em doencas
cardiovasculares, como aterosclerose, hipertensao, insuficiéncia cardiaca e arritmias
cardiacas. Exemplificando, o IncRNA ANRIL é um potencial biomarcador do
prognoéstico da doenca como preditores de disfuncdo ventricular apos infarto do

miocardio por estar envolvido em diversos processos relacionado a fisiologia do
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coracao, como por exemplo pode elevar a suscetibilidade de uma presséo arterial

maior (Correia; Rodrigues; Pelozin, 2021).

4.8.3 Doencas autoimunes:

LncRNAs tém sido associados ao desenvolvimento de doencas autoimunes,
como lapus eritematoso sistémico (LES) (MA, 2023) e osteoartrite (Ghafouri-Fard,
2020) e diabetes . O IncRNA MIAT aumenta indiretamente o inflamassoma NLRP3,
um componente do sistema imunoldgico inato e regulador importante da inflamacgéo
cronica, 0 que aumenta a sinalizagdo inflamatoria do corpo e esta relacionado a

doencas cardiacas e diabetes em ratos (Chen, 2023) .

4.8.4 Doencgas Neurogenerativas:

O envolvimento de IncRNAs em doencgas neurodegenerativas, como doencga de
Alzheimer e doenca de Huntington, também foi documentado. Um exemplo é o
INcRNA BACE1-AS, que regula a expressdo do RNA mensageiro BACE1AS,
envolvido na producao de placas beta amildide, o transcrito ndo codificante aumenta
a estabilidade do mRNA, induzindo assim o acumulo de beta amildide associadas a
doenca de Alzheimer (Zhu; Huang, 2021).

Esses sdo apenas alguns exemplos que ilustram como os IncRNAs podem
desempenhar papéis cruciais em doencas humanas. A compreensdo dos
mecanismos moleculares subjacentes e a identificacdo de IncRNAs especificos
relacionados a essas doencas tém implicacfes significativas para o diagndstico,
prognostico e terapia de uma ampla gama de condicbes de saude. Na figura 11 é

apresentado um resumo grafico dos biomarcadores relatados

Figura 11 - Representacao esquematica dos biomarcadores

[ o [z T e o]

H19 ANRIL MIAT BACEI-AS

tMelhor progndstico | Fiorprogndstico | Aumenta o | Induz o acumulo de beta |

| para o cancer de ,‘ disfuncioventricular | | inflamassoma NLRP3. | | amiloide ao aumentar a |

pulmio. | apésinfarto do |l Correlacionadoa | estabilidade do mRNA |

| Regula negativamente II miocardio. | | dighetes ‘ | BACE1AS |
| o gene CHD1 | Aumenta Pressdo arterial | | | Correlacionadoao
| | |

_ Alzheimer

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4.9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os estudos sobre IncRNAs tém crescido exponencialmente na ultima década,
e isso tem gerado grande expectativa quanto a suas potenciais aplicacdes
terapéuticas em doencas humanas. Devido ao papel regulatorio que os IncRNAs
exercem sobre a expressdo génica, eles podem representar alvos terapéuticos

promissores em doencas nao transmissiveis.

Uma das aplicacdes terapéuticas mais promissoras para os IncCRNAs é no
tratamento do cancer. Como mencionado anteriormente, varios INcCRNAs tém sido
identificados como reguladores-chave da proliferacdo celular, migracéo, invasao e
metéstase em diferentes tipos de cancer. Isso sugere que a modulacédo da expressao
desses INcCRNAs pode ter um efeito terapéutico significativo no tratamento do cancer.

Além disso, a capacidade dos IncRNAs de interagir com outras moléculas,
como proteinas e RNAs, também pode ser explorada para o desenvolvimento de
terapias baseadas em IncRNAs. Por exemplo, é possivel desenvolver
oligonucleotideos complementares que se ligam especificamente a um IncRNA alvo,
interferindo em sua fungéo. Além disso, é possivel usar vetores virais para entregar
um IncRNA terapéutico a células especificas do organismo, como células tumorais

(Correia; Rodrigues; Pelozin, 2021), similar a imunoterapia viral oncolitica.

Embora ainda existam muitos desafios a serem superados no desenvolvimento
de terapias baseadas em IncRNAs, como a falta de ferramentas de bioinformética
especificas para o estudo dessas moléculas, a necessidade de compreender melhor
0S mecanismos moleculares envolvidos em sua regulacao e a dificuldade de estudos
in vivo com correspondentes homélogos, os avangos na area sao promissores e
sugerem que o potencial terapéutico dos INcCRNAs sera cada vez mais explorado nos

proximos anos.

Em resumo, as pesquisas sobre os IncRNAs tém revelado uma enorme
complexidade e importancia na regulacdo da expressdo génica e nos processos
celulares, além de ter um papel relevante em diversas doencas humanas. As
perspectivas futuras para o estudo dessas moléculas incluem a identificacdo de novas

funcbes biolégicas, o aprimoramento de técnicas de identificacdo e andlise e o
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desenvolvimento de terapias baseadas em IncRNAs para o tratamento de doencas

humanas.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi abordado o papel fundamental dos IncRNAs na regulacéo
da expressao génica e sua relevancia em uma variedade de doencas humanas,
incluindo  céancer, doencas cardiovasculares, doencas autoimunes e
neurodegenerativas. Os IncCRNAs representam uma classe complexa de moléculas
com diversas subclasses e funcdes bioldgicas, ainda em constante investigacao.
Também foram discutidos os avancos tecnoldgicos que permitiram a identificacéo e
caracterizacdo desses IncRNAs, bem como as limitacdes dos métodos atuais. As
perspectivas futuras para os IncRNAs sdo promissoras, com potenciais aplicacbes
terapéuticas em varias doencas humanas, embora seja necessario um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares subjacentes para desenvolver terapias

eficazes e seguras.
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