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01  RNAs não codificantes

Tipos de RNAs não codificantes

•  RNAs “housekeeping”: maquinaria de transcrição/tradução

•  RNAs regulatórios: pequenos ncRNAs e ncRNAs longos



01  RNAs não codificantes

Nível de regulação: transcricional

•  Estrutura da cromatina: acessibilidade a fatores de transcrição
e RNA polimerase



01  RNAs não codificantes

Nível de regulação: pós-transcricional

•  Processamento do mRNA: splicing, capeamento, poliadenilação

•  Estabilidade do mRNA: meia vida



•  Tradução: recrutamento de polissomos e formação do peptídeo

•  Atividade: função da proteína ou atividade enzimática

01  RNAs não codificantes

Nível de regulação: traducional ou pós-traducional
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01  RNAs não codificantes

Biogênese de microRNAs

Fernandes, J. C. R. (2023). Papel de miRNAs na regulação da via de produção de poliaminas/NO em macrófagos derivados
 de THP-1 infectados com Leishmania amazonensis [Tese]. doi:10.11606/T.5.2023.tde-24082023-115843.
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Fernandes, J. C. R. (2023). Papel de miRNAs na regulação da via de produção de poliaminas/NO em macrófagos derivados
 de THP-1 infectados com Leishmania amazonensis [Tese]. doi:10.11606/T.5.2023.tde-24082023-115843.

01  RNAs não codificantes

Função de microRNAs



O'Neill, L. A., et al. (2011). MicroRNAs: the fine-tuners of Toll-like receptor signalling. 
Nature reviews. Immunology. https://doi.org/10.1038/nri2957

01  RNAs não codificantes

microRNAs na resposta imune



01  RNAs não codificantes

Tipos de lncRNAs

•  Intergênico: Codificado por gene com promotor próprio.

•  Intrônico (LincRNA): Localizado em região intrônica de um gene
que codifica proteínas, pode ou não ter promotor próprio.

•  Antisenso (asLncRNA, NATs): é transcrito na fita oposta genes que
codificam proteínas e apresentam sobreposição de sequência.

•  Bidirecional: São transcritos simultaneamente a genes que
codificam proteínas

•  Enhancer: lncRNas sintetizados de regiões de enchancer

•  circRNAs: RNAs circulares podem ser formados em um mecanismo
de splicing.

Fernandes, J. C. R., et al (2019). Long Non-Coding RNAs in the Regulation of Gene Expression: Physiology and Disease. 
Non-coding RNA. https://doi.org/10.3390/ncrna5010017



01  RNAs não codificantes

Níveis de regulação da expressão gênica por lncRNAs

•  Trancricional: Modificação de histonas e cromatina e recrutamento
de fatores de transcrição 

•  Pós-transcricional: Splicing alternativo, estabilidade de mRNAs,
interação com miRNAs

•  Traducional: Recrutamento de polissomos

*Vesículas extracelulares

Fernandes, J. C. R., et al (2019). Long Non-Coding RNAs in the Regulation of Gene Expression: Physiology and Disease. 
Non-coding RNA. https://doi.org/10.3390/ncrna5010017



01  RNAs não codificantes

Interação lncRNA-miRNA

•  Esponja de miRNAs: LncRNAs podem atuar como esponjas de
miRNAs ao apresentarem múltiplas regiões de pareamento a um 
miRNA, impedindo que estes estejam livres para o reconhecimento
de mRNAs-alvo.

•  Precursores de miRNAs: LncRNAs podem ser precursores de
miRNAs, também chamados de miR-Host Gene, e podem ter função 
própria, independente do miRNA.

•  LncRNA como alvos de miRNAs: miRNAs podem ter como alvo
lncRNAs e levá-lo à degradação de maneira dependente de RISC.

•  Competição pelo sítio no 3’UTR: miRNAs e lncRNAs podem ter
sítios-alvo próximos e alterar a afinidade ou possibilidade de 
reconhecimento da região do mRNA-alvo.

Fernandes, J. C. R., et al (2019). Long Non-Coding RNAs in the Regulation of Gene Expression: Physiology and Disease. 
Non-coding RNA. https://doi.org/10.3390/ncrna5010017



01  RNAs não codificantes

Nível transcricional

•  Animais nocautes para o lincRNA-EPS apresentam aumento da 
inflamação basal e da letalidade por desafio com endotoxina. 
Mecanisticamente, o lincRNA controla a abertura da cromatina e a 
transcrição de genes relacionados à resposta imune.

Atianand, M. K., et al. (2016). A Long Noncoding RNA lincRNA-EPS Acts as a Transcriptional Brake to Restrain Inflammation. 
Cell . https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.05.075



01  RNAs não codificantes

Yu, B., et al. (2021). B cell-specific XIST complex enforces X-inactivation and restrains atypical B cells. 
Cell. https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.02.015

•  LncRNA XIST é envolvido na inativação do cromossomo X de indivíduos XX. Em adultos, XIST medeia a inativação de genes do 
sistema imune localizados no cromossomo X, como TLR7. Pacientes de COVID-19 têm uma desrregulação desse lncRNA
promovendo células B de memória atípicas CD11c+.

Nível transcricional



Nível pós-transcricional

Sahraei, M., K., et al (2019). Suppressing miR-21 activity in tumor-associated macrophages promotes an antitumor immune
response. The Journal of clinical investigation. https://doi.org/10.1172/JCI127125

01  RNAs não codificantes

•  miR-21 regula os níveis de mRNA de diversos genes 
relacionados a resposta imune em macrófagos associados a tumor. 
O bloqueio desse miRNA aumentou a resposta antitumoral dos
macrófagos, com redução da angiogênese e aumento da atividade
de células T citotóxicas. 



Shmuel-Galia, L., et al. (2023). The lncRNA HOXA11os regulates mitochondrial function in myeloid cells to maintain intestinal 
homeostasis. Cell metabolism. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2023.06.019

Nível pós-traducional

01  RNAs não codificantes

•  LncRNA HOXA11os interage com o complexo I da CTE promovendo
a homeostase do intestino. Animais nocaute para este lncRNA desenvolvem
inflamação intestinal espontânea e são mais susceptíveis à colite ulcerativa.



02  RNAs não codificantes na biogênese e diferenciação de células do sistema imune

•  Células tronco hematopoieticas lnc-HSC-1 leva à diferenciação de
células da linhagem mieloide enquanto o lnc-HSC-2 está envolvido com a
renovação das células tronco e diferenciação de células T por mecanismos
transcricional por associação com o fator de transcrição E2A.

Luo, M., et al. (2015). Long non-coding RNAs control hematopoietic stem cell function. 
Cell stem cell. https://doi.org/10.1016/j.stem.2015.02.002



Chen, F., et al. (2019) Extracellular vesicle-packaged HIF-1α-stabilizing lncRNA from tumour-associated macrophages 
regulates aerobic glycolysis of breast cancer cells.  Nat Cell Biol . https://doi.org/10.1038/s41556-019-0299-0

•  Macrófagos associados ao tumor (TAMs) exportam o lncRNA HISLA 
em vesículas extracelulares, que por sua vez leva à estabilização de HIF-1α
em células de câncer de mama por impedir a hidroxilação de HIF por PHD2. 
A inibição desse processo aumenta a sensibilidade a quimioterápicos.

03  RNAs não codificantes em doenças crônicas não infecciosas



04  RNAs não codificantes em doenças infecciosas

•  Família de microRNAs miR-372/373/520d
é induzida em macrófago durante a infecção por
Leishmania amazonensis e promove a regulação de
diversos alvos alterando o metabolismo de poliaminas
em células infectadas e a susceptilidade à infecção. 

Fernandes, J. C. R. (2023). Papel de miRNAs na regulação da via de produção de poliaminas/NO em macrófagos derivados
 de THP-1 infectados com Leishmania amazonensis [Tese]. doi:10.11606/T.5.2023.tde-24082023-115843.



04  RNAs não codificantes em doenças infecciosas

Hackett, E. E., et al (2020). Mycobacterium tuberculosis Limits Host Glycolysis and IL-1β by Restriction of PFK-M via 
MicroRNA-21. Cell reports. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.12.015

•  Mycobacterium tuberculosis promove a expressão do miR-21 na
célula hospedeira inibindo a glicólise via redução de PFK-M e a produção de IL-1β, 
permitindo o crescimento bacteriano



04  RNAs não codificantes em doenças infecciosas

Stern-Ginossar, N., et al (2007). Host immune system gene targeting by a viral miRNA. 
Science. https://doi.org/10.1126/science.1140956

•  MicroRNA codificado no genoma viral (hcmv-miR-UL112) 
tem como alvo o mRNA do hospedeiro MICB essencial para
a ativação de células NK e morte da célula infectada.



05  RNAs não codificantes no tratamento de doenças 

Kim, T., Croce, C.M. (2023). MicroRNA: trends in clinical trials of cancer diagnosis and therapy strategies. 
Exp Mol Med. https://doi.org/10.1038/s12276-023-01050-9



Kim, T., Croce, C.M. (2023). MicroRNA: trends in clinical trials of cancer diagnosis and therapy strategies. 
Exp Mol Med. https://doi.org/10.1038/s12276-023-01050-9

05  RNAs não codificantes no tratamento de doenças 

Desenvolvimento de terapias baseadas em miRNAs

•  Modificações químicas: aumento de estabilidade.

•  Sistema de entrega: local alvo da doença.



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Ferramentas de predição de alvos de miRNAs

•  Bases de dados: 
Bases de dados de alvos validados e preditos. 
Predição com base na sequência 3’UTR ou CDS.
Diferentes algoritmos.

https://www.tamirna.com/micrornas-web-based-tools/



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Validação da interação 3’UTR-miRNA

•  Inibidores de miRNAs: Oligonucleotídeos complementares ao miRNA de interesse impedem a associação ao alvo.
•  Protetor de alvo de miRNAs: Moléculas complementares ao alvo que não se associam ao RISC e impedem o reconhecimento da 
sequência complementar ao miRNA.
•  Mímicos de miRNAs: Moléculas precursoras de miRNA dupla fita associam-se ao complexo RISC e amplificam a ação do miRNA .: 
Redução do alvo

Em todos os casos deve-se transfectar um oligonucleotídeo “scramble” (de sequência aleatória) como controle do ensaio

Sandra Muxel et al. Functional validation of miRNA-mRNA interactions in macrophages by inhibition/competition assays 
based in transient transfection. Protocol Exchange. https://doi.org/10.1038/protex.2017.034.



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Validação da interação 3’UTR-miRNA

•  Luciferase controlada por 3’UTR: Clonar 3’UTR do 
gene de interesse e controle com mutação na sequência 
seed. Transfectar mímicos do miRNA de interesse e analisar 
a luminescência resultante normalizando o dado pela 
luciferase expressa constitutivamente no vetor.

Sandra Muxel et al. Functional validation of miRNA-mRNA interactions in macrophages by inhibition/competition assays 
based in transient transfection. Protocol Exchange. https://doi.org/10.1038/protex.2017.034.



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Localização subcelular de lncRNAs

•  Banco de dados: LncRNA atlas baseado na concentração 
relativa em amostras isoladas de núcleo e citoplasma.

•  Fracionamento: Organelas são fracionadas em gradientes
e a quantidade do lncRNA é quantificada por qRT-PCR. Depende da
disponibilidade de protocolos e da pureza dos isolados.

•  FISH (Fluorescent In Situ Hybridization): Incubação com probes
complementares ao RNA de interesse marcadas (fluorescentes). 

•  Função: LncRNA atuam dependente de sua localização.

•  Abordagens metodológicas: Utilizar RNAi funciona bem para interrogar a função de lncRNAs citoplasmáticos, mas não os nucleares. 
Plasmídeos de superexpressão geralmente falham em manter a localização nuclear de lncRNAs.

Carlevaro-Fita, J., & Johnson, R. (2019). 
Global positioning system: understanding long noncoding RNAs through subcellular localization. Molecular cell.



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Função in vivo

Mattick, J.S., et al. (2023) Long non-coding RNAs: definitions, functions, challenges and recommendations. 
Nat Rev Mol Cell Biol. https://doi.org/10.1038/s41580-022-00566-8



06  Metodologias para o estudo de RNAs não codificantes

Função in vivo

•  Modelos nocautes: Modelos animais nocautes de
lncRNA ou miRNA são úteis para interrogar sua função
em doenças inflamatórias in vivo. Porém, muitos RNAs
não codificantes são essenciais no desenvolvimento.
Ainda, miRNAs geralmente apresentam funções 
redundantes e a deleção pode não apresentar efeitos 
fenotípicos claros.

Vollmers, A. C., et al (2021). A conserved long noncoding RNA, GAPLINC, modulates the immune response during endotoxic 
shock. Proceedings of the National Academy of Sciences.
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