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RESUMO

A oncogénese viral representa um desafio significativo na satde publica, contribuindo com
uma parcela significativa dos casos de cancer. envolve mecanismos complexos, como a
manipulagdo de vias celulares do hospedeiro por meio da integragdo do genoma viral e da
expressdo de oncoproteinas que desregulam o ciclo celular. Nesse contexto, os RNAs nao
codificadores, como microRNAs e os RNAs longos ndo codificantes, se destacam como
reguladores essenciais da expressao génica, atuando em diferentes niveis da regulacao génica,
incluindo a modulagdo epigenética, e controle, repressao ou ativagdo transcricional. A
complexidade das interagdes entre esses ncRNAs se manifesta na rede de RNAs endogenos
competitivos, onde IncRNAs, competem por sitios de ligagdo de miRNAs. Além disso,
IncRNAs podem funcionar como precursores de miRNAs ou ser diretamente degradados por
eles, formando lagos de feedback negativo. Para desvendar essa complexa rede, ferramentas e
abordagens bioinformaticas sdo essenciais. Bancos de dados especializados organizam
informacdes sobre interagdes IncRNA-miRNA e algoritmos de aprendizado de méquina,
como random forests e redes neurais profundas, sdo utilizados para prever novas interagoes,
considerando dados de sequéncia, estrutura secundaria, expressdo génica e localizagao
subcelular. A integracdo e a referéncia cruzada entre esses recursos, pode aumentar a precisao
das previsdes e aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos pelos quais miRNAs e
IncRNAs atuam e interagem na carcinogénese viral, aliado ao avango continuo das
ferramentas computacionais, novas e promissoras perspectivas se abrem para o
desenvolvimento de biomarcadores diagnosticos e prognésticos e estratégias terapéuticas
mais especificas para canceres relacionados a virus. Diante disso, este trabalho propde uma
breve revisao da literatura sobre a atuacdo de miRNAs e IncRNAs na carcinogénese viral,
com foco em alguns mecanismos moleculares envolvidos, nas interagdes funcionais entre
esses RNAs e no uso e importancia de ferramentas bioinformaticas e bancos de dados para
investigar tais processos.

Palavras-chave: microRNAs; RNAs longos ndo codificantes; Carcinogénese; Bioinformatica.



ABSTRACT

Viral oncogenesis represents a significant public health challenge, contributing to a
substantial portion of cancer cases. It involves complex mechanisms, such as the
manipulation of host cellular pathways through viral genome integration and the expression
of oncoproteins that deregulate the cell cycle. In this context, non-coding RNAs, such as
microRNAs and long non-coding RNAs, stand out as essential regulators of gene expression,
acting at distinct levels of gene regulation, including epigenetic modulation, and
transcriptional control, repression, or activation. The complexity of interactions between
these ncRNAs is evident in the competitive endogenous RNA network, where IncRNAs
compete for miRNA binding sites. Furthermore, IncRNAs can function as miRNA precursors
or be directly degraded by them, forming negative feedback loops. To unravel this complex
network, bioinformatics tools and approaches are essential. Specialized databases organize
information on IncRNA-miRNA interactions, and machine learning algorithms, such as
random forests and deep neural networks, are used to predict new interactions, considering
data from sequence, secondary structure, gene expression, and subcellular localization. The
integration and cross-referencing between these resources can increase the accuracy of
predictions and deepen the understanding of the mechanisms by which miRNAs and
IncRNAs act and interact in viral carcinogenesis. Coupled with the continuous advancement
of computational tools, new and promising perspectives are opening for the development of
diagnostic and prognostic biomarkers and specific therapeutic strategies for virus-related
cancers. Therefore, this work proposes a brief review of the literature on the role of miRNAs
and IncRNAs in viral carcinogenesis, focusing on some molecular mechanisms involved, the
functional interactions between these RNAs and the use and importance of bioinformatics
tools and databases to investigate such processes.

Keywords: microRNAs; long non-coding RNAs; Carcinogenesis; Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga multifatorial de base genética, caracterizada pela ocorréncia
de alteragdes no DNA das células, e que consequentemente culmina na desregulacdo de
processos celulares fundamentais, como proliferacao, diferenciagdo, apoptose e reparo. Essas
alteragcdes permitem que as células afetadas cres¢am de forma descontrolada, escapem de
mecanismos de morte celular e adquiram a capacidade de invadir tecidos adjacentes e se
disseminar para outros 0rgaos, processo conhecido como metéstase. Segundo estimativas do
programa Globocan da Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO),
em 2022 foram registrados cerca de 20 milhdes de novos casos de cancer e aproximadamente
9 milhdes de mortes relacionadas a doenga em todo o mundo. Em 2020, cerca de 230.000
casos de cancer foram atribuidos a infecg¢des, evidenciando o papel de agentes infecciosos,
como certos virus, na oncogénese.(1-3).

Dentre os patdgenos capazes de induzir o desenvolvimento de canceres, os virus
oncogénicos sdo responsaveis por cerca de 15-20% de todos os canceres humanos. Esses
virus manipulam as vias de sinalizagdo e os processos celulares do hospedeiro para criar um
ambiente permissivo a replicagdo viral e, consequentemente, a transformacdo maligna.
Embora os mecanismos moleculares da oncogénese viral sejam complexos, eles geralmente
envolvem a integracdo do genoma viral no DNA do hospedeiro, a expressdo de oncoproteinas
virais que interferem nos ciclos celulares, nas vias de reparo de DNA, ou modulam o sistema
imunologico do hospedeiro para promover sua sobrevivéncia e proliferacdo. Atualmente,
existem sete virus capazes de levar ao desenvolvimento da doenga em humanos, sendo eles:
Epstein-Barr (Epstein-Barr-EBV), virus da hepatite B (Hepatitis B Virus -HBV), papiloma
virus (Human papilomavirus-HPVs), virus da hepatite C (Hepatitis C Virus -HCV),
herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus
-KSHV), virus T-linfotropico humano 1 (Human T-Lymphotropic Virus 1-HTLV-1) e o
Merkel poliomavirus celular (Merkel Cell Polyomavirus-MCPyV). A oncogénese viral ¢ um
processo complexo e multifacetado que envolve a manipulagdo de varios processos
biologicos dentro das células hospedeiras e embora os virus possuem diversos tamanhos de
genomas, tropismo por células especificas e patologias cancerigenas variadas, eles
compartilham mecanismos comuns para induzir a transformagao celular e o desenvolvimento
do cancer. (4)

RNAs nao codificadores (non-coding RNAs-ncRNAs), como microRNAs
(microRNAs-miRNAs) e RNAs longos nao codificadores (long-non-coding-RNAs-



IncRNAs), sdo produtos génicos ndo traduzidos que desempenham papéis cruciais na
regulacdo da expressdo génica. Na oncogénese viral, os ncRNAs atuam ativamente em
multiplos processos, seja por meio da agdo direta de ncRNAs virais codificados pelos
proprios virus, seja pela modulagdo da expressdao de ncRNAs do hospedeiro induzida pela
infecgao viral.(5,6)

O estudo dos ncRNAs revela uma complexa camada adicional da regulagdo génica
que vai além das proteinas, evidenciando seu envolvimento direto em diversos processos
fisioldgicos e patologicos. Alteracdes na expressdo ou funcdo de ncRNAs estdo associadas a
diversas doengas, incluindo cancer e ao modular essas moléculas, os virus podem orquestrar
mudangas complexas no ambiente celular, impulsionando a transformacao maligna, a evasio
imune e a progressdo do tumor. Compreender seus mecanismos de acdo e redes regulatérias
abre perspectivas promissoras para o desenvolvimento de biomarcadores diagnosticos e
prognosticos, bem como novas estratégias terapéuticas.(6—8)

Diante do crescente reconhecimento do papel dos RNAs ndo codificadores na
regulacdo da expressdo génica e na biologia do cancer, este trabalho tem como objetivo
revisar brevemente a literatura atual sobre a atuacdo de miRNAs e IncRNAs em processos
oncogénicos, com &énfase em sua participagdo nos mecanismos moleculares associados a
carcinogénese induzida por virus, apresentando conceitos fundamentais, exemplos de
interagdes, e, por fim, uma visao geral de alguns bancos de dados, estratégias computacionais
e ferramentas bioinformaticas voltadas a predi¢do, anotacdo funcional e analise integrativa

das interag¢des entre RNAs nao codificadores.
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2. miRNAS NA CARCINOGENESE INDUZIDA POR VIRUS
ONCOGENICOS

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao codificantes com aproximadamente
22 nucleotideos que desempenham um papel central na regulacdo pds-transcricional da
expressao génica em eucariotos. Desde sua descoberta tém sido amplamente investigados por
sua relevancia em processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o desenvolvimento tumoral.
A identificagdo de miRNAs codificados por virus oncogénicos adicionou uma nova camada
de complexidade a compreensdo da oncogénese induzida por patdégenos. (9,10)

A biogénese dos miRNAs segue, predominantemente, uma via candnica que envolve
duas etapas principais de clivagem por endonucleases da familia RNase III. Inicialmente,
transcritos primarios (Primary-microRNA-pri-miRNAs) sdo sintetizados pela RNA
polimerase II e processados no nucleo pelo complexo microprocessador, composto por
Drosha e DGCRS, resultando em precursores de miRNA com estruturas em alga de cerca de
70 nucleotideos. Esses pré-miRNAs (pre-microRNA-pre-miRNAs) sdo exportados para o
citoplasma pela Exportina-5, onde sdo clivados pela enzima Dicer, gerando um duplex de
miRNA. A fita guia do duplex ¢ entdo incorporada ao complexo RISC (RNA-induced
silencing complex-RISC), contendo proteinas da familia argonauta, que direciona o complexo
a mRNAs-alvo (RNA mensageiro alvo) com complementaridade parcial, promovendo a
repressao translacional ou a degradagado do transcrito.(9,11)

O reconhecimento do mRNA-alvo ¢ mediado principalmente pela “regido seed” do
miRNA, compreendendo os nucleotideos 2—8 da extremidade 5°. A interacdo com regides
3’UTR dos mRNAs (RNA mensageiro), regula negativamente sua expressao via inibi¢ao da
traducdo, remocdo da cauda poli-A ou clivagem direta, especialmente quando ha
complementaridade extensa. Um Unico miRNA pode modular centenas de transcritos, pois
geralmente reconhecem e se ligam a diversos mRNAs que possuem sequéncias
complementares em suas regioes 3' nao codificadoras, podendo entdo regular a expressao de
muitos genes diferentes, contribuindo para uma ampla e complexa modulagao das respostas
celulares e processos fisiologicos. A biogénese de miRNAs ¢ finamente regulada por
mecanismos epigenéticos, modificacdo pds-traducional dos componentes da maquinaria de
processamento e feedback por produtos da propria via. Além disso, miRNAs podem ser
degradados por mecanismos mediados por seus proprios alvos (Target Directed miRNA

Degradation-TDMD), adicionando uma camada dinamica a sua regulagdo. (9,11-13)
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Durante a infeccdo viral, diversos miRNAs enddégenos apresentam expressdo diferencial,
refletindo tanto a resposta do hospedeiro ao agente patogénico quanto as estratégias virais
para subverter a homeostase celular. (13,12). modulados durante esse processo desempenham
papéis-chave na regulacdo de vias de morte celular programada, uma vez que muitos virus
interferem nesses mecanismos por meio da desregulacdo de miRNAs. Essa manipulagdo pode
comprometer processos como a apoptose e a autofagia, favorecendo a sobrevivéncia celular e
a persisténcia viral.(14) A modulacdo de miRNAs ¢ um mecanismo central na interacao
virus-hospedeiro, e contribui com a progressao de doengas cronicas e transformacao maligna
das células infectadas. Um estudo detalhado sobre o papel dos miRNAs na regulacdo da morte
celular em infecgdes virais reuniu diversos exemplos de miRNAs cuja expressdo ¢ alterada
por virus, impactando diretamente a decisdo entre sobrevivéncia e morte celular do
hospedeiro: o miR-34a ¢ negativamente regulado pelas proteinas virais do EBV o que
contribui para a inibi¢do da apoptose em linfomas e carcinomas gastricos, Em contraste, o
miR-155 ¢é positivamente regulado promovendo a sobrevivéncia celular; o HPV16 modula
diferentes miRNAs, como o miR-27b, cuja expressdao ¢ aumentada pela oncoproteina E7,
resultando na inibicdo da apoptose em células de cancer cervical; A proteina HBx regula
miRNAs como o miR-21, o miR-194-5p e o miR-155.(14)

Esses virus também evoluiram para codificar seus proprios miRNAs virais
(Virais-microRNAs-v-miRNAs) como uma estratégia poderosa de manipulagdo da expressao
génica do hospedeiro, visando otimizar seu ciclo de vida. A biogénese dos v-miRNAs
geralmente segue as mesmas etapas dos miRNAs endogenos, explorando a maquinaria celular
existente. Os v-miRNAs s3o expressos durante as fases litica e latente da infeccdo e atuam
tanto sobre genes virais quanto sobre transcritos celulares. Os miRv-miRNAs sdo
predominantemente codificados por virus de genoma DNA e replicacdo nuclear, como o0s
pertencentes as familias Herpesviridae — notadamente os virus EBV e o KSHV —, além de
membros das familias Polyomaviridae e Papillomaviridae. Um exemplo bem caracterizado ¢
o miR-BARTY9, codificado pelo EBV, cuja expressdo tem sido associada ao aumento da
motilidade e da capacidade invasiva de células de carcinoma nasofaringeo. Esse achado
destaca seu potencial papel na progressdo tumoral induzida por EBV, evidenciando como
v-miRNAs podem modular fenétipos malignos. A capacidade do miR-BART9 de influenciar
caracteristicas metastaticas reforca a complexa interagdo entre miRNAS virais € 0s processos
celulares envolvidos na oncogénese. De forma semelhante, diversos miRNAs codificados
pelo Papilomavirus Humano (HPV) tém sido identificados em tecidos com lesdes cervicais,

especialmente em infecgdes persistentes. Dentre eles, destacam-se os HPV16-mir-H1, H2,
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H3, HS5, H6, além de HPV38-mir-H1 e HPV45-mir-H1, que frequentemente apresentam
regulacdo positiva em infec¢des cronicas, sugerindo um possivel papel na manutengdo do
fendtipo transformado e na evasao imune viral.(15). Os v-miRNAs sdo componentes-chave na
adaptacao viral ao ambiente intracelular do hospedeiro, desempenhando papéis essenciais na
modula¢do da apoptose, evasdo da resposta imune, promog¢ao da proliferagdo e transformagao
celular, manuten¢do da laténcia viral e reprogramagao do microambiente. (12,13,16,17)

Tal como os miRNAs, os IncRNAs também exercem papéis cruciais na modulagdo da
expressdao génica durante a infecc¢do viral, contribuindo para a reprogramagdo do ambiente

celular.
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3. IncRNAS NA CARCINOGENESE INDUZIDA POR VIRUS
ONCOGENICOS

Os IncRNAs constituem uma classe heterogénea de transcritos com mais de 200
nucleotideos, que, embora nao codifiquem proteinas, desempenham papéis fundamentais na
regulacdo da expressdo génica em diferentes contextos fisiologicos e patoldogicos. Em sua
maioria, sdo transcritos pela RNA polimerase II, apresentando caracteristicas semelhantes aos
mRNAs como capeamento 5' metilado, cauda poli-A e splicing. No entanto, distinguem-se
por apresentarem baixa abundancia, menor conservacdo de sequéncia e por estarem
frequentemente localizados no ntcleo.(18)

Quanto a sua origem gendmica, os IncRNAs podem ser classificados como
intergénicos, quando transcritos entre genes codificadores; senso ou antissenso, conforme a
fita em que sdo transcritos em relagdo a genes vizinhos; bidirecionais, quando expressos
proximos a genes codificadores na fita oposta; ou intronicos, se derivados inteiramente de
introns. Outras subclasses incluem os IncRNAs derivados de regides enhancer, que se
distinguem pela dire¢do da transcrigdo e estabilidade, e os pseudogenes, que originam
transcritos funcionalmente relevantes apesar de mutacdes que impedem a tradugdo. Apesar da
baixa conservagdo de suas sequéncias primarias, os IncRNAs apresentam niveis significativos
de conservagdo em promotores, estruturas de éxons e sitios de splicing, o que reforca a
importancia de sua transcri¢do e processamento. Esses RNAs ndo codificantes atuam por
mecanismos dependentes de localizagao e interagao molecular, podendo modular a expressao
génica em cis, regulando genes vizinhos, ou em trans, atuando em loci distantes. Em cis, os
IncRNAs podem interferir diretamente na transcri¢do, remodelar a cromatina por meio do
recrutamento de complexos epigenéticos, ou modular a acessibilidade do DNA. Em trans,
funcionam como guias para proteinas reguladoras, andaimes para complexos multiproteicos,
iscas para fatores de transcricdo ou esponjas de microRNAs, modulando indiretamente a
traducdo de RNAs-mensageiros alvo. Além disso, podem influenciar a estabilidade e
localizagdo de RNAs e proteinas, bem como participar da biogénese de
miRNAs.(19,20,19,21)

Virus oncogénicos estdo implicados na transformacdo de células normais em células
tumorais por meio da manipulacdo da maquinaria molecular do hospedeiro, o que resulta em
alteragOes significativas na expressdao e na fung¢do de IncRNAs celulares. Além disso, em
alguns casos, observa-se também a expressao de IncRNAs de origem viral. A infec¢ao por

esses agentes virais pode levar tanto a superexpressdo (up-regulagdo) quanto a repressiao
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(down-regulacdo de IncRNAs do hospedeiro influenciando a progressdao tumoral por meio de
mecanismos pro-virais ou antivirais. (22-27). Entre os IncRNAs mais frequentemente
up-regulados em canceres associados a virus destacam-se HOTAIR, H19, MALAT1 e HULC.
A superexpressdao de HOTAIR tem sido observada em diversos tipos de cancer, incluindo o
carcinoma hepatocelular (hepatocellular carcinoma -HCC) associado ao HCV. H19 também
apresenta niveis aumentados em HCC e em linfomas relacionados ao EBV. Ja MALAT]1 ¢
altamente expresso tanto em HCC positivo para HCV quanto em carcinoma nasofaringeo
(Nasopharyngeal Carcinoma-NPC). O IncRNA HULC ¢ notoriamente elevado em HCC e
promove a replicacdo do HBV. (23-25,27,28)

Outros IncRNAs que apresentam expressdo aumentada em contextos virais incluem
MAPKAPKS-AS1 (MAAS), que esta significativamente elevado em amostras de HCC
relacionado ao HBV e correlaciona-se com pior prognostico. No HCC relacionado ao HCV,
LINCO01419, AK021443 ¢ AF070632 apresentam expressao alterada, sendo que AK021443 ¢
mais abundante em estagios avangados e AF070632 tem expressdo reduzida. No cancer
gastrico associado ao EBV, hd aumento da expressio de SNHGS8, enquanto CYTOR e
NORAD estao aumentados em linfomas EBV-positivos. Em gliomas associados ao
citomegalovirus humano (HCMV), IncRNAs como FGD5-AS1, CCATI1, LOC728196,
LINCO00152, TUG1, MAPKAPKS5-AS1 e HCG18 estdo superexpressos.(23,25,29)

Por outro lado, alguns IncRNAs s3o reprimidos durante a infec¢do viral. Em HCC
associado ao HCV, os IncRNAs PARS e aHIF encontram-se down-regulados. O IncRNA
SEMAG6A-ASI apresenta expressao reduzida no HCC positivo para HBV, associando-se com
estagio tumoral avangado, metdstases e maior mortalidade. Em cancer cervical positivo para
HPV, o IncRNA DINO, normalmente ativado por sinais de TP53 em resposta a dano ao
DNA, ¢ reprimido. No carcinoma nasofaringeo (NPC), observa-se a reducao da expressao de
NR2F21, FAM95C e LINC01106.(23)

Os IncRNAs atuam em diferentes niveis da regulacdo génica e da biologia celular,
interagindo com proteinas virais ou celulares e modulando vias essenciais para a oncogénese.
Um dos mecanismos amplamente descritos ¢ a atuacdo como RNAs competidores enddogenos
(Endogenous competing RNAs-ceRNAs), sequestrando miRNAs e, com isso, restaurando
genes pro-tumorais. Por exemplo, HI9 atua como esponja do miR-675, promovendo a
expressdo de genes como CALNI, RUNXI e FADD no cancer gastrico. De forma
semelhante, MALAT1 sequestra o miR-124 em HCC, favorecendo a progressdo tumoral.
Alguns IncRNAs, como HOTAIR, recrutam complexos epigenéticos como o0

PRC2(Polycomb Repressive Complex 2) e LSD1(Lysine Specific Demethylase 1), alterando



15

a metilacdo de histonas e promovendo silenciamento de genes supressores tumorais. Outros
modulam a estabilidade proteica: MAAS, por exemplo, estabiliza a proteina c-Myc,
impedindo sua degradagdo via ubiquitina-proteassoma. (29-31). IncRNAs também podem
formar estruturas denominadas R-loops com o DNA viral ou do hospedeiro, regulando a
replicagdo viral ou a expressao génica. Ainda, podem regular vias de sinalizag¢do cruciais para
o cancer, incluindo PI3K/AKT, Wnt/B-catenina e NF-«kB.(22)

As alteragdes na expressdo de IncRNAs impactam diretamente a replicagdo viral, o
ciclo celular, a apoptose e a metastase. IncRNAs virais como o PAN RNA do KSHV e o
IncRNA-4.9 do HCMV, bem como IncRNAs do hospedeiro como HULC, promovem a
replicagdo viral. No ciclo celular, IncRNAs como MAAS favorecem a transicio G1/S,
promovendo proliferagdo. A apoptose também ¢ modulada; H19, por exemplo, apresenta
acdo anti-apoptotica em diferentes tipos de cancer. Quanto a metastase, IncRNAs como H19,
HOTAIR, MALAT1 e IncRNA-ATB induzem a transi¢cao epitélio-mesenquimal (EMT),
migracdo celular e colonizagdo de novos sitios. No cancer cervical associado ao HPV, a
oncoproteina viral E6 promove a expressio de FAM83H-ASI, IncRNA que estimula a
proliferagdo e inibe a apoptose celular. DINO, um IncRNA regulado por TP53, ¢ reprimido
nesse contexto, o que compromete a resposta ao dano ao DNA. A expressao de H19 também
¢ modulada pela infeccdo por HPV, enquanto HOTAIR tem sido implicado no carcinoma de
cabega e pescogo HPV-positivo. No carcinoma nasofaringeo, associado ao EBYV, destaca-se a
expressdao dos IncRNAs virais BARTs (Bam-HI A rightward transcripts), que regulam genes
relacionados a adesdo celular e a imunidade, além de modularem a laténcia viral. O IncRNA
LINC00312 (NAG7) atua como supressor tumoral, mas sua expressdo ¢ reprimida pelo
ncRNA viral EBERI, favorecendo a metastase. Outros IncRNAs, como LOC553103
(down-regulado por miR-BART6-3p), MALATI1, APAFI-ASI, AL359062 e SNHGS,
também se destacam nesse cancer, estando associados a progressao e pior progndstico. Além
disso, MINCR, regulado por MYC, influencia genes do ciclo celular e contribui para a
proliferacdo celular. (22-26,28,32—-34)

Diante da complexidade das fungdes desempenhadas pelos IncRNAs e de sua
interacdo com diferentes componentes moleculares, destaca-se a formagdo de redes
regulatorias envolvendo miRNAs, que desempenham papel central na regulagdo
pos-transcricional. A compreensdo aprofundada dessas redes ¢ fundamental para desvendar
0s mecanismos subjacentes a carcinogénese induzida por virus oncogénicos e, por

conseguinte, para a identificacao de novos alvos terapéuticos e biomarcadores.
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4. REDE ENTRE IncRNAS E miRNAS

A rede de interacdo entre IncRNA e miRNA refere-se a um complexo sistema de
comunicagcdo e regulagdo genética em que IncRNAs e miRNAs interagem entre si,
influenciando a expressdao de outros genes. O conceito mais conhecido para explicar essa
interacao ¢ o de RNA de competicao endogena (Competing Endogenous RNA- ceRNA).(35)
O conceito de ceRNA descreve como diferentes transcritos de RNA — incluindo IncRNAs,
mRNAs e pseudogenes — competem por locais de ligagdo compartilhados com miRNAs,
influenciando assim a expressdao génica uns dos outros. Entretanto, as interagdes entre
IncRNAs ¢ miRNAs nao se limitam ao modelo ceRNA. Alguns IncRNAs funcionam como
precursores de miRNAs, enquanto outros podem ser diretamente degradados por miRNAs,
atuando como seus alvos. Além disso, certos IncRNAs modulam a expressdo ou a biogénese
de miRNAs, ou ainda atuam como plataformas de interagdo entre miRNAs e proteinas
reguladoras. Essas multiplas formas de interacdo refletem a complexidade da regulagdo
pés-transcricional e tém sido implicadas na fisiologia celular e na patogénese de diversas
doengas, incluindo o cancer.(35-41)

A interagdo entre miRNAs e IncRNAs ¢ uma caracteristica central da rede ceRNA e
faz parte de um sistema regulatério complexo que controla a expressao génica. Os IncRNAs
podem atuar como iscas moleculares, capturando miRNAs e impedindo-os de interagir com
seus respectivos mRNAs, um processo conhecido como "efeito esponja". Essa atividade de
esponja depende da presenca de elementos de resposta @ miRNA (miRNA Response
Elements-MREs) nos IncRNAs, que sdo locais de ligagdo para miRNAs. A extensdo ¢ a
eficacia dessas interagdes podem variar dependendo da complementaridade, do numero de
MREs e da localizagdo subcelular. Além do efeito esponja, miRNAs e IncRNAs também
podem interagir ou influenciar em um loop de feedback negativo, onde miRNAs podem
degradar IncRNAs de forma dependente de proteinas AGO (Argonaute protein-AGO).
Inversamente, IncRNAs podem atuar como precursores de miRNA, gerando miRNAs
especificos através de splicing intracelular. Um exemplo ¢ o IncRNA H19, que atua como
esponja para a familia let-7 e serve como precursor para miR-675-5p ¢ miR-675-3p. Essas
interacdes podem influenciar vias de sinalizagdo cruciais envolvidas na proliferacao celular,
diferenciagdo, apoptose e resposta imune. O eixo IncRNA-miRNA também impacta
mecanismos de morte celular programada como a apoptose e a autofagia. que podem por sua
vez assumir fungdes pré-sobrevivéncia ou pro-morte, a depender do contexto celular e das

caracteristicas do microambiente tumoral. (36,42,38,40,43,44). Os IncRNAs e miRNAs
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modulam a expressdo génica em vdarios niveis (transcricional, pds-transcricional e
epigenético) através de uma variedade de mecanismos interligados. Em nivel
pés-transcricional, os IncRNAs funcionam predominantemente como esponjas de miRNA,
competindo por miRNAs compartilhados e, assim, indiretamente modulando os niveis de
expressao dos mRNAs-alvo. Essa competicdo pode ser descrita por modelos de
complementaridade completa ou parcial, com a posicio dos MREs nos IncRNAs
influenciando a preferéncia de ligacdo do miRNA. O IncRNA HOTAIR, um dos IncRNAs
mais estudados, regula negativamente a expressao de diversas miRNAs, levando a
desrepressdao de seus genes-alvo, muitos dos quais sdo oncogenes. Essa interacdo pode
ocorrer tanto no nucleo quanto no citoplasma, com o IncRNA HOTAIR atuando como
andaime para complexos de modifica¢do da cromatina no nicleo e ligando-se a transcritos de
miRNA no citoplasma para modular sua estabilidade.(37-39,43)

A capacidade de deteccao e a estabilidade dos ncRNAs, principalmente os IncRNAs e
miRNAs, em fluidos corporais como sangue, urina e saliva, os tornam promissores
biomarcadores para o diagnostico precoce de doencas, incluindo o cancer e doencas
inflamatoérias. IncRNAs e miRNAs exibem padroes de expressao tecido- e célula-especificos,
que sao frequentemente desregulados em condigdes patologicas e a combinagdo de multiplos
IncRNAs, tem demonstrado alta sensibilidade e especificidade no diagndstico.(45,46,46,47)
No contexto do cancer, as alteracdes na expressio de IncRNAs e miRNAs sdo
frequentemente associadas a progressdo tumoral, metastase e resposta a terapia. Entender a
fundo essas interagdes complexas exige a capacidade de processar e analisar grandes
conjuntos de dados, o que torna as ferramentas de bioinformatica e as abordagens

computacionais fundamentais nos estudos de RNAs ndo codificadores.
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5. FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA E ABORDAGENS
COMPUTACIONAIS EM ESTUDOS DE RNAS NAO CODIFICADORES

O crescente interesse na biologia dos ncRNAs, especialmente IncRNAs e miRNAs,
bem como a complexidade e a vasta quantidade de interagdes entre eles, tornaram
determinante o desenvolvimento de diversas ferramentas e abordagens computacionais e
bancos de dados especializados para auxiliar na identificagdo, predi¢do e analise funcional
dessas moléculas em larga escala. Essas ferramentas sdo essenciais para complementar e
acelerar os lentos e custosos experimentos biologicos. Vérias dessas ferramentas sdo baseadas
em algoritmos de aprendizado de maquina (Machine Learning-ML) e aprendizado profundo
(Deep Learning-DL), fundamentando-se na premissa de que miRNAs e IncRNAs
semelhantes tendem a interagir. Tais métodos permitem a andlise de grandes volumes de
dados Omicos, utilizando caracteristicas como informagdes de sequéncia, estrutura
secundaria, expressdo génica, correlacdo funcional e localizagdo subcelular (48—-53). Essas
abordagens bioinformaticas tém se tornado indispensaveis para expandir nosso conhecimento
sobre essas interagOes, facilitar a descoberta de novos biomarcadores e acelerar o
desenvolvimento de terapias-alvo.

Modelos como Random Forests e redes neurais profundas sdo frequentemente
empregados na previsdo de interagdes IncRNA-miRNA (IncRNA-miRNA Interactions
-LMIs), com desempenho avaliado por métricas como acuracia, sensibilidade e AUC (Area
under ROC curve). Essas abordagens sao alimentadas por dados provenientes de bancos
experimentais ou anotados computacionalmente, que fornecem as bases para o treinamento e
validag@o dos modelos preditivos.(54)

Nesse contexto, bancos de dados especializados surgem como ferramentas essenciais
para organizar ¢ disponibilizar informagdes sobre LMIs. Entre os principais repositorios
estdo:

-LncBase (DIANA-LncBase v3): Este ¢ um repositorio de referéncia que indexa alvos de
miRNA em transcritos ndo codificadores, com suporte experimental. Os dados sdo curados
manualmente a partir de publicacdes e andlises de mais de 300 conjuntos de dados de alto
rendimento, com uma grande parte sendo eventos de ligagdo de miRNA derivados de
AGO-CLIP (Argonaute Crosslinking and Immunoprecipitation-AGOCLIP) de alta confianca.
Foi o primeiro banco de dados a empregar um algoritmo robusto guiado por CLIP-Seq, o

framework microCLIP .Suas funcionalidades incluem informagdes sobre variantes curtas,
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perfis de expressio de IncRNA em diferentes compartimentos celulares e graficos de
visualizagao interativos (55).

-LncACTdb 3.0: Uma base de dados atualizada com foco em redes ceRNA personalizadas.
Hospeda interagdes validadas experimentalmente de diversas doencas e fenotipos, geradas
manualmente a partir da literatura publicada, além de biomarcadores de IncRNA com suporte
experimental. Também oferece anotagdes funcionais abrangentes, incluindo vias KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), Reactome, PID, Gene Ontology (GO) e
conjuntos de genes curados manualmente e estados funcionais de células tumorais.
LocalizagOes subcelulares e de vesiculas extracelulares de IncRNAs, miRNAs ¢ mRNAs
também sdo coletadas.(56)

-NONCODE (NONCODEV6): Uma base de dados de conhecimento abrangente dedicada a
ncRNAs, especialmente IncRNAs em animais e plantas. A NONCODEV6, atualizada desde
2017, e atualmente possui 644.510 IncRNAs humanos registrados. As principais novas
funcionalidades incluem relagdes atualizadas entre IncRNA humano e doengas
(principalmente cancer), anotagdes de IncRNA com perfis de expressdo tecidual e fungdes
preditas em cinco plantas comuns, e anotacdo de conservacdo de IncRNA em nivel de
transcrito para algumas espécies de plantas. Versdes anteriores também introduziram perfis de
expressao de IncRNA de exossomos humanos e estruturas secundarias de RNA (53,57)
-LncRNAdb (v2.0): Uma base de dados de referéncia abrangente com o objetivo de resumir o
conhecimento sobre IncRNAs eucarioticos em um formato de facil acesso e pesquisa. O
banco de dados foi atualizado para o IncRNAdb v2.0, que contém informacgdes sobre diversos
IncRNAs, coletadas de referéncias de mais de 70 espécies.(53)

-GeneCards: Uma base de dados abrangente de genes humanos que integra informagdes de
inimeras fontes de dados, incluindo IncRNAs e miRNAs. Fornece informagdes detalhadas
para LINC-ROR (um RNA nao codificador intergénico longo), incluindo sindénimos, IDs
externos, um resumo do Gene NCBI (descrevendo seu papel como esponja de microRNAs e
associacdo com a progressdo do cancer), e links para elementos funcionais ndo génicos do
RefSeq, como enhancers.(58)

-miRBase: considerado o repositorio oficial para sequéncias e anotagdes de microRNAs. A
partir da versdo 15.0, o banco de dados Rfam — que organiza familias de RNAs ndo
codificadores com base em alinhamentos estruturais — concluiu um processo de revisdo
sistematica e sincronizagdo com o miRBase. Isso garante que os alinhamentos SEED de todas

as familias de miRNAs no Rfam sejam construidos com base em sequéncias validadas pelo
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miRBase. Essa integracdo refor¢ca o papel central do miRBase como principal fonte de
referéncia para dados de microRNAs.(59)

-TarBase (DIANA-TarBase): Um banco de dados que armazena interacdes miRNA-alvo
preditas e validadas experimentalmente. Estd interconectado com outras ferramentas DIANA,
como 0 DIANA-microT(60).

-miRWalk: Uma ferramenta para prever interagdes miRNA-alvo, identificando subsequéncias
complementares consecutivas entre miRNAs e genes em diferentes espécies. Ele integra
resultados de outros bancos de dados populares como miRDB, miRTarBase e TargetScan. O
miRWalk utiliza uma abordagem baseada em random forest para pesquisar a sequéncia
completa do transcrito, incluindo as regides 5'-UTR, CDS e 3'-UTR. Oferece opg¢des de busca
avancadas, permitindo aos usuarios pesquisarem miRNAs e alvos genéticos unicos ou
multiplos. Atualizagdes recentes visam aumentar a precisao usando técnicas de aprendizado
de ultima geragao (61,62).

-DIANA-microT-CDS (DIANA-microT 2023): Um algoritmo de predi¢do de alvos de
miRNA de ultima geracdo, disponivel desde 2009. Foi um dos primeiros algoritmos a prever
sitios de ligacdo de miRNA tanto na Regido Nao Traduzida 3' (3'-UTR) quanto na sequéncia
codificadora de transcritos, com desempenho aprimorado. A versdo DIANA-microT 2023
oferece um conjunto significativamente atualizado de interacdes. Notavelmente, esta versao
também inclui interagdes preditas de miRNAs codificados por virus contra transcritos do
hospedeiro. Esta interconectado com inumeros recursos (por exemplo, DIANA-TarBase,
plasmiR, HMDD, UCSC, dbSNP, ClinVar) e fornece valores de abundancia de miRNA/gene
para variadas linhagens celulares e tecidos distintos. A interface do servidor web ¢ descrita
como amigavel, oferecendo opg¢des de filtragem inteligente, identificagdo de padrdes de
abundancia de interesse, localizacdo de SNPs(Single Nucleotide Polymorphisms-SNPs)
conhecidos em sitios de ligacao e informacdes sobre miRNA-doenca (63).

A observagdo de que, embora bancos de dados individuais mantenham focos
especificos, hd uma clara tendéncia para a integragdo e referéncia cruzada extensivas. Por
exemplo, o Rfam database sincroniza com o miRBase (59) e o0 DIANA-microT-CDS se
interconecta com inumeros recursos(63) . Essa convergéncia reflete a crescente compreensao
de que a biologia dos ncRNAs nio pode ser compreendida isoladamente, mas como parte de
uma rede regulatdria maior e altamente complexa. A especializacdo dos bancos de dados
permite dados profundos e curados por especialistas em um dominio especifico, enquanto sua
crescente integracao facilita a analise de redes holisticas em nivel de sistemas. Essa

interconexao também aponta para um desafio crucial: manter a consisténcia, precisao e
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atualiza¢do entre esses recursos vinculados, exigindo esfor¢cos de curadoria continuos e
coordenados. Para os pesquisadores, isso significa que a utilizagdo de multiplos bancos de
dados interconectados ¢ frequentemente necessaria para obter uma visdo abrangente da
funcdo e interacdo dos ncRNAs. Além disso, a priorizacdo de dados experimentalmente
validados e o foco em doencas para relevancia clinica € evidente. Bancos como LncBase v3.0
(55) e LncACTdb 3.0(56) enfatizam fortemente os alvos de miRNA e biomarcadores de
IncRNA suportados experimentalmente. A proeminéncia do TCGA (The Cancer Genome
Atlas Program) e do OncoLnc sublinha um forte foco em dados clinicos e de sobrevivéncia
em cancer (64,65). A inclusdo de miRNAs codificados por virus em analises feita pelo
DIANA-microT 2023 refor¢a ainda mais a relevancia. Isso reflete a maturidade crescente do
campo dos ncRNAs, que tem evoluido da fase de descobertas iniciais e predi¢des
computacionais para uma abordagem mais voltada a relevancia bioldgica e a aplicabilidade
clinica. (63). A énfase em interagdes validadas experimentalmente € critica para reduzir os
falsos positivos inerentes as predigdes computacionais € aumentar a confianga nos achados, o
que ¢ fundamental para traduzir a pesquisa em diagnosticos, prognosticos e terapéuticas. O
forte foco em cancer e associagdes virais reflete os papéis significativos e estabelecidos dos
ncRNAs na patogénese de doencas e seu imenso potencial como biomarcadores e alvos
terapéuticos (66). Isso também destaca um ciclo virtuoso: dados experimentais refinam
modelos preditivos, levando a predicdes mais precisas que podem entdo ser validadas
experimentalmente, acelerando a descoberta e a translagdo da medicina.

Algumas das abordagens computacionais mais proeminentes também incluem:
Modelos baseados em redes heterogéneas e difusdo: Métodos como o EPLMI (Expression
Profile-Based Prediction Model for IncRNA-miRNA Interactions) utilizam perfis de
expressao em larga escala de interagdes IncRNA-miRNA conhecidas e constroem grafos
bipartidos para prever novas interagdes, assumindo que IncRNAs e miRNAs com perfis de
expressdo semelhantes tendem a interagir colaborativamente. O GNMFLMI (Graph
Regularized Nonnegative Matrix Factorization for Predicting IncRNA-miRNA Interactions) ¢
outro modelo que utiliza fatoracdo de matriz ndo negativa regularizada por grafo,
incorporando informagdes de similaridade de sequéncia e rede para prever interagdes
IncRNA-miRNA, superando outros métodos em termos de precisao.(49,67); Aprendizado
profundo e redes neurais graficas (Graph Neural Networks-GNNs): Abordagens mais
recentes, como o GCNCRF (Graph Convolutional Network with Conditional Random Field),
utilizam redes neurais convolucionais graficas (Graph Convolutional Neural Networks

-GCNs) e campos aleatérios condicionais (Conditional Random Fields-CRFs) para prever
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interagdes IncRNA-miRNA. Esses métodos constroem redes heterogéneas com informacgdes
de similaridade e caracteristicas, aprendem representacdes de nos através de GCNs e as
refinam com camadas de CRF e mecanismos de atengdo para focar em nods importantes,
resultando em alta precisdo de previsao. O ncRNAlnter, por exemplo, integra uma estratégia
abrangente de representagdo de RNA que considera propriedades de sequéncia,
fisico-quimicas e estruturais, juntamente com uma arquitetura GNN avangada para prever
LMIs.(67-69); Modelos baseados em similaridade: Varias ferramentas, como Microcosm
Targets, miRanda, Targetscan e miRTarBase, foram desenvolvidas para prever LMIs com
base em similaridade de sequéncia e ligagdes conhecidas. Essas ferramentas sdo cruciais para
identificar redes ceRNA e definir novos biomarcadores diagnosticos.(55,62). Outras
abordagens de aprendizado de maquina: Métodos como RPISeq (RNA-Protein Interaction
Prediction) e IncPro utilizam informagdes de sequéncia para prever interagdes RNA-proteina,
enquanto abordagens baseadas em redes bipartidas, como HeteSim, avaliam a relevancia
entre IncRNAs e proteinas. O HLPI-Ensemble integra multiplos algoritmos de aprendizado
de maquina para prever interagdes IncRNA-proteina humanas.(70)

Apesar dos avangos, os desafios persistem, incluindo a obtencao de dados biologicos
mais completos e confidveis, a redugdo de falsos positivos em previsdes € a incorporagao de
informagdes bioldgicas adicionais, como localizagdo subcelular. No entanto, a aplicacdo
dessas ferramentas de bioinformatica, bancos de dados e abordagens computacionais tem sido
fundamental para expandir nosso conhecimento sobre as redes regulatorias de ncRNAs e

impulsionar a descoberta de novos biomarcadores e alvos terapéuticos.(66,71)
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6. CONCLUSAO

Canceres associados a virus oncogénicos representa um importante desafio para a
saude publica, uma vez que envolve mecanismos complexos de transformacdo celular
mediados tanto por proteinas virais quanto por alteracdes epigenéticas e transcriptdomicas no
hospedeiro. Nesse contexto, os RNAs ndo codificadores, especialmente os miRNAs e
IncRNAs, representam um eixo central na modulagdo da expressdo génica especialmente em
contextos fisiopatologicos como o desenvolvimento tumoral. Este trabalho abordou os
principais aspectos da biogénese, funcdo e mecanismos de interacdo entre miRNAs e
IncRNAs, destacando a importancia de sua complexa rede de interacdo. Embora nem todas as
interagdes entre ncRNAs em contextos virais tenham sido exploradas em profundidade,
foram apresentados exemplos relevantes que ilustram seu papel funcional em canceres
associados a virus. Além disso, foi discutido o papel das ferramentas bioinformaticas e
bancos de dados especializados que permitem investigar, predizer e validar interagdes entre
essas moléculas, o que ¢ essencial para o avango da pesquisa e para aplicacdes clinicas.

Assim, compreender esses mecanismos abre novas perspectivas terapéuticas e
diagnosticas, especialmente com o avango das ferramentas computacionais, € a integragao
entre biologia molecular e bioinformdtica abre caminhos promissores para a identificacdo de

biomarcadores diagnosticos e teraputicos mais especificos.
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