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RESUMO

A febre chikungunya € uma arbovirose endémica no Brasil, conhecida pela forte
artralgia que vem acompanhada de sintomas como febre alta, dor retro-orbital,
cefaléia e erupgdo cutanea. A artralgia pode persistir da fase aguda a fase crénica
da doenca, ndo havendo tratamento especifico em nenhuma das fases. Por ter uma
fisiopatologia pouco esclarecida, a descoberta de biomarcadores para a doenca
tornou-se um grande desafio. Paralelamente, estudos trazem miRNAs como
potenciais biomarcadores para doengas multifatoriais, genéticas e infecciosas.
Esses pequenos fragmentos de RNAs, possuem uma excelente capacidade de
regulagdo da expressao génica, o que de acordo com 0s principios da epigenética,
explicaria alguns casos evoluirem para a cronicidade e outros n&o. Desta forma, o
presente estudo buscou aplicar a biologia de sistemas para determinar o papel dos
miRNAs, genes-alvos, e vias metabdlicas que atuam integradamente no
desenvolvimento das fases aguda e crbénica da febre chikungunya. Para isso,
realizou-se pesquisa em literatura dos miRNAs nas plataformas PubMed,
ScienceDirect, SciElo e Cochrane Library. Posteriormente, foram utilizados os
bancos de dados miRBase, Targetexplore, Tarbase v.8 e miRTargetLink 2.0 para
selecdo dos genes-alvos dos miRNAs. As bases GeneMANIA e STRING foram
utilizadas para criacdo das redes de interagdo, enquanto Metascape e Reactome
foram utilizadas para analise de enriquecimento funcional e ontologia génica. Os
MiRNAs hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e hsa-miR-382-3p
foram selecionados com base nos critérios pré estabelecidos e, por conseguinte,
seus genes-alvos AIFM1, CPEB4, DIO2, MEI4 e XKR4. Nao foram encontradas
interagbes diretas entre os genes, ou mesmo entre suas proteinas. Contudo, as
analises de enriquecimento funcional e ontologia génica apontaram envolvimento
desses genes e proteinas com vias de estresse oxidativo, metabolismo do selénio e
metabolismo de horménios peptideos. O estresse oxidativo pode desencadear ou
agravar uma resposta inflamatéria, podendo influenciar no quadro infeccioso da
febre chikungunya. Além disso, as selenoproteinas também estdo envolvidas com o
estresse oxidativo, processos inflamatérios articulares e metabolismo do horménio
T3. Um desbalango nesses processos, somada a patogénese do CHIKV, pode ser
um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de artralgias intensas em
uma determinada porcentagem de pacientes ou pela evolugédo para a artrite crénica
por chikungunya.

Palavras-chave: Arboviroses. Biologia computacional. Epigenética. miRNA. Rede
de interagao proteina-proteina.
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ABSTRACT

Chikungunya fever is an endemic arbovirus in Brazil, known for its severe arthralgia,
which is accompanied by symptoms such as high fever, retro-orbital pain, headache
and skin rash. Arthralgia can persist from the acute to the chronic phase of the
disease, and there is no specific treatment in any of the phases. Due to the poorly
understood pathophysiology, the discovery of biomarkers for the disease has become
a major challenge. In parallel, studies bring miRNAs as potential biomarkers for
multifactorial, genetic and infectious diseases. These small RNA fragments have an
excellent ability to regulate gene expression, which, according to the principles of
epigenetics, would explain some cases evolving to chronicity and others not. Thus,
the present study sought to apply systems biology to determine the role of miRNAs,
target genes, and metabolic pathways that act in an integrated manner in the
development of the acute and chronic phases of chikungunya fever. For this, a
literature search of miRNAs was carried out on the PubMed, ScienceDirect, SciElo
and Cochrane Library platforms. Subsequently, miRBase, Targetexplore, Tarbase v.8
and miRTargetLink 2.0 databases were used to select miRNA target genes. The
GeneMANIA and STRING bases were used to create the interaction networks, while
Metascape and Reactome were used to analyze functional enrichment and gene
ontology. The hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p and
hsa-miR-382-3p miRNAs were selected based on pre-established criteria and,
therefore, their target genes AIFM1, CPEB4, DIO2, MEI4 and XKR4. No direct
interactions were found between the genes, or even between their proteins.
However, functional enrichment and gene ontology analyzes showed involvement of
these genes and proteins in oxidative stress pathways, selenium metabolism and
peptide hormone metabolism. Oxidative stress can trigger or worsen an inflammatory
response, which may influence the infectious condition of chikungunya fever. In
addition, selenoproteins are involved in oxidative stress, joint inflammatory processes
and T3 hormone metabolism. An imbalance in these processes, in addition to the
pathogenesis of CHIKV, may be one of the factors that contribute to the development
of severe arthralgias in a certain percentage of patients or to the evolution to chronic
chikungunya arthritis.

Keywords: Arboviruses. Computational biology. Epigenetics. miRNA. Interaction
network protein-protein.
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1 INTRODUGCAO

As arboviroses, infecgbes causadas por arbovirus, sdao endémicas no
Brasil, sendo a dengue, Zika e febre chikungunya e febre amarela as mais
predominantes territorialmente (LOPES; NOZAWA,; & LINHARES, 2014). Nos anos
de 2015 e 2016, ocorreu uma epidemia concomitante dessas trés infec¢des pelo
virus da dengue (DENV), Zika virus (ZIKV) e chikungunya virus (CHIKV), porém, a
epidemiologia das doengas continua apontando um alto numero de casos todos os
anos. SO no ano de 2021 no Brasil, até a 47° semana epidemioldgica, foram
notificados 502.983 casos provaveis de dengue, 93.043 casos provaveis de
chikungunya e 6.020 de casos provaveis de Zika. A regido nordeste foi recordista em
casos de febre chikungunya (BRASIL, 2021).

A febre chikungunya é uma doenga causada pelo CHIKV e possui
principalmente trés fases (aguda, pdés aguda e crbnica). Na fase aguda ha a
sintomatologia geral de viroses combinada com um quadro caracteristico de mialgia
e poliartralgia, que pode persistir por mais algumas semanas, levando o paciente a
fase pds aguda, e posteriormente, uma possivel evolugédo da artralgia acompanhada
ou ndo de edema articular (artrite) na fase cronica (VAIRO et al. 2019; SILVA,
DERMODY, 2017). O sintoma de artralgia é caracteristico da chikungunya, podendo
causar dificuldade de retorno as atividades cotidianas, apresentando duragdo média
de trés meses (VAIRO et al. 2019; SILVA; DERMODY, 2017). Visto que ainda nao
existe uma farmacoterapia especifica para a doenca, o tratamento é feito a base de
analgésicos, anti-inflamatorios nao-esteroides (AINES), glicocorticoides e terapia
medicamentosa anti-reumatica modificadora da doenca (DMARDs) (VAIRO et al.
2019; SILVA; DERMODY, 2017). A falta de especificidade, por vezes, atrasa o
tratamento, contribuindo para o estabelecimento de comorbidades nesses pacientes,
e consequentemente, diminuindo drasticamente a sua qualidade de vida.

Pela deficiéncia de estudos sobre a fisiopatologia e de tratamento
adequado direcionado, a descoberta de biomarcadores para a doenga tornou-se um
grande desafio. A epigenética é uma vertente para além da genética, responsavel
por estudar as modificagdes fenotipicas que acontecem de forma n&o relacionadas
as alteragdes gendbmicas (FELSENFELD, 2014; GAYON, 2016). Uma das
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possibilidades de investigagdo, € acerca da regulacdo génica pos transcricional,
realizada por miRNAs, que sdo pequenos fragmentos de RNA que através do
complexo mi-RISC, possuem a capacidade de degradar a fita de RNA mensageiro
(mRNA) ao se ligar a ela (WAHID et al., 2010; MOHR; MOTT, 2015). Os miRNAs
tém sido amplamente estudados nas areas da oncologia, neurologia, reumatologia,
virologia, entre outras, provando ser uma abordagem promissora (MOHR; MOTT,
2015).

Nos Ultimos anos, a bioinformatica vem sendo uma ferramenta
constantemente utilizada nas pesquisas das ciéncias bioldgicas e da saude, sendo
uma area que visa desenvolver e aplicar ferramentas da informatica, permitindo
trabalhar com dados ja existentes ou gerar dados proprios (POLONI et al., 2014). A
biologia de sistemas (BS), consegue através da bioinformatica realizar o papel de
estudar sistematicamente e de forma integrada dados bioldgicos, relacionando
esses pontos por meio de networks ou redes de interacédo (POLONI et al., 2014).
Essas redes de interagdo podem ser obtidas, integradas e analisadas a fim de criar
redes com finalidades distintas, desde estudos de imunologia de sistemas para
propostas de vacinas, como também para compreensao da interagao de moléculas e
vias de sinalizagédo (RODRIGUEZ et al., 2019; SHUZHAO et al., 2014). Dessa forma,
a BS pode ser uma ferramenta para uma melhor compreensao da fisiopatologia de
doencas negligenciadas como a febre chikungunya.

Com base nisso, o presente trabalho buscou elucidar os aspectos
fisiopatolégicos a nivel molecular da febre chikungunya, através de ferramentas de
bioinformatica para a BS, visando a compreensé&o da fisiopatologia desta doenca e
descoberta de potenciais biomarcadores para novos alvos terapéuticos especificos

para febre chikungunya.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arboviroses

As arboviroses sao doencas causadas por virus, onde a transmissao ¢ feita
através de artrépodes hematdfagos durante o processo de repasto sanguineo
(LOPES; NOZAWA; & LINHARES, 2014). Esses arbovirus, como também sao
chamados, tém parte do seu ciclo de vida em invertebrados, utilizando-os também
como vetores de modo a alcangar seu hospedeiro amplificador (RUST, 2012;
CLETON et al., 2012; GUBLER, 2006). Os arbovirus podem causar infecgbes em
animais de sangue quente, incluindo os humanos (RUST, 2012).

A presenca dos arbovirus esta estritamente ligada a condigdes ambientais
e socioecondmicas da regiao (RUST, 2012). Fatores como clima, desmatamento,
migragao populacional, expansao desordenada de areas urbanas, precariedade de
moradia e saneamento basico estdo entre os mais cruciais para o favorecimento das
endemias de arboviroses, tanto no Brasil como em outros locais do mundo (RUST,
2012). As principais familias de arbovirus circulantes no Brasil sao Flaviviridae,
Togaviridae, Bunyaviridae e Reoviridae (CLETON et al., 2012; GUBLER, 2006).

No ano de maior importancia epidemioldgica para arboviroses, em 2015, o
Brasil presenciou uma triplice epidemia, com aumentos exorbitantes de casos de
dengue, Zika virus e febre chikungunya (SKALINSKI et al., 2022). A co-circulagao
desses virus nas mesmas regides € uma realidade em boa parte do sudeste asiatico

e continente americano (LI et al., 2021).

2.1.1 Febre Chikungunya

A febre chikungunya é a manifestagao clinica da infecgao pelo CHIKV, virus
o qual pertence ao género Alphavirus e familia Togaviridae. Este género possui um
histérico de endemias em regides de clima tropical e subtropical da Africa
subsaariana, Sudeste Asiatico e Américas (DIALLO et al., 2012; DIALLO, M. et al.,
1999; JUPP; MCINTOSH, 1990; JUPP; MCINTOSH; DOS SANTOS, 1981; AREAS,

2022). A febre chikungunya recebeu esse nome apds perceberem que as pessoas
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com a doenga andavam com dificuldade e curvadas. Segundo o dialeto Kimakonde,
chikungunya significa “aquele que se curva” (ROBINSON, 1955). O primeiro relato
da doenga, quando foi batizada com o nome de febre Ccikungunya, ocorreu em
1952 na Tanzania (LUMSDEN, 1955). A transmisséo se deve, principalmente, por
intermédio de mosquitos do género Aedes, com predominio do Aedes aegypit e do
Aedes albopictus nas zonas urbanas (WEAVER, 2006).

O CHIKV, apresenta sua organizacdo gendémica de RNA fita simples de
sentido positivo, duas open reading frames (ORFs) para tradugdo de quatro
proteinas nao estruturais (nsp1, 2, 3 e 4) e cinco proteinas estruturais (capsideo, E1,
E2, 6K e E3) (KHAN et al., 2002; SOLIGNAT et al., 2009; VAN DUIJL-RICHTER et
al., 2015). A replicagao viral do CHIKV ocorre em 11 etapas (Figura 1): a proteina
estrutural E2 se liga a superficie celular através de um receptor (i) e entdo o CHIKV
entra na célula através de endocitose mediada por clatrina (ii) e a acidificacdo dos
endossomos leva a insercdo do peptideo de fusdo em E1 na membrana
endossomal. Apds essa etapa, a fusdo do envelope viral e da membrana
endossomal libera o nucleocapsideo no citosol (ii) e ocorre a desmontagem do
nucleocapsideo, com a liberagdo de RNA genémico de sentido positivo e a tradugéo
de proteina nao estrutural (nsP) (iv). Com isso, quatro nsPs, juntamente com RNA
gendmico e proteinas hospedeiras, montam-se na membrana plasmatica e a
modificam para formar compartimentos de replicagao viral (esférulas) contendo virus
de RNA de dupla fita (dsRNA) (v). A internalizacao da esfera (vi) permite a formagao
de grandes vacuolos citopaticos (CPV-1). Assim, a tradugcdo do RNA subgendmico
produz a poliproteina estrutural e a autoprotedlise do capsideo libera o capsideo
livre no citoplasma (vii). Apds essa etapa, ocorre a translocacdo de poliproteinas
E3-E2-6K-E1/E2-E2-TK no reticulo endoplasmatico. A interacdo do capsideo e do
RNA gendmico leva a formagao de nucleocapsideos icosaédricos (viii) que (ix) se
montam com E2/E1 na MP, resultando em brotamento de virions de progénie
madura (ix). Mais tarde na infeccéo, formam-se CPV-IIs, contendo redes hexagonais
de E2/E1 e cravejadas de nucleocapsideos (x). Os CPV-lIs provavelmente servem
como veiculos de transporte e locais de montagem para proteinas estruturais,
permitindo a formac&o de virions maduros e sua saida (xi) (SILVA; DERMODY,
2017).
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Figura 1 - Mecanismo de infecgdo do CHIKV na célula.
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Fonte: adaptado de SILVA; DERMODY, 2017.

Ao contrario de outros arbovirus, boa parte das pessoas infectadas pelo
CHIKV acabam desenvolvendo sua forma sintomatica apdés um periodo de
incubacéo entre 4 a 7 dias (LUM; NG, 2015). A infeccdo é dividida em trés fases:
aguda, pos-aguda e crbnica. Na fase aguda o paciente pode manifestar febre alta,
astenia, mialgia, poliartralgia, dor retro-orbital, cefaleia, erup¢do cutanea e
fotossensibilidade, durando, em média, uma semana (GERARDIN et al., 2011;
MANIMUNDA et al., 2010; MEJIA; LOPEZ-VELEZ, 2018). A fase pés aguda é
caracterizada pelo prolongamento de alguns dos sintomas da fase aguda, com
énfase na poliartralgia (GERARDIN et al., 2011; MANIMUNDA et al., 2010; MEJIA;

LOPEZ-VELEZ, 2018). Passados 3 meses da infeccdo, ja4 na fase cronica, os
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sintomas que mais comumente persistem, sdo poliartralgia (com ou sem edema
articular), fadiga e neurite (GERARDIN et al, 2011; MANIMUNDA et al., 2010;
MEJIA; LOPEZ-VELEZ, 2018). Além da artralgia por inflamacdo articular (artrite),
pacientes também podem apresentar casos de dores neuropaticas (SANCHEZ;
CANON; LOMBO, 2019).

Além das manifestacdes clinicas mais recorrentes, os pacientes ainda
podem apresentar manifestacbes clinicas atipicas no sistema nervoso
(meningoencefalite, encefalopatia, convulsdes e sindrome de Guillain-Barré),
cardiovascular (miocardite, insuficiéncia cardiaca, arritmias e cardiomiopatia), renal
(nefrite e insuficiéncia renal aguda) e ocular (uveite, neurite dptica e retinite) (SILVA;
DERMODY, 2017).

2.1.1.1 Inflamacéao

Um processo inflamatério ocorre com objetivo de eliminar a causa da lesao
celular e promover o reparo da regido. As moléculas, fluidos e células de defesa do
organismo circulantes nos vasos sanguineos sdo deslocados até o local para dar
inicio ao processo de inflamagao (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

A inflamagado aguda é a primeira etapa do processo, consistindo numa
resposta de curta duragdo que culmina numa regeneragao ou cicatrizagao da regiao.
Infeccbes por bactérias, fungos, virus ou parasitas, traumas, necrose tecidual,
reacdes de hipersensibilidade e corpos estranhos sao estimulos para inflamagao. As
principais modificagbes no organismo durante o processo agudo sdo alteragdes
cardiovasculares, formacao de edema e infiltrados de neutrdfilos, além da mediagao
por citocinas e quimiocinas, como as interleucinas 6 e 1 (IL-6 e IL-1), fator de
necrose tumoral (TNF), e proteinas do sistema complemento (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2013).

Ja a inflamagao crénica, é uma resposta de longa duragdo que prossegue,
de modo geral, devido a persisténcia da agressao celular e tecidual. As modificagdes
recorrentes nesse processo crénico sao: a infiltragdo de mononucleares (macréfagos
e linfocitos), a destruicdo do tecido onde esta a lesédo e, possivelmente, o reparo.

Ainda ocorre mediagao do processo por outras citocinas e quimiocinas, como a
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IL-17, IL-12 e IL-23 (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

2.1.1.2 Patogénese da Febre Chikungunya

A febre chikungunya € um processo infeccioso com uma alta carga sérica
do virus, principalmente na fase aguda (SILVA; DERMODY, 2017). O tropismo
celular em humanos gira em torno de fibroblastos dérmicos, capsula articular, células
musculares, epiteliais e endoteliais, e macréfagos (SOURISSEAU et al., 2007;
COUDERC et al., 2008; OZDEN et al., 2007). O processo inflamatério ocorre
simultaneamente ao aumento de mediadores imunolégicos, e a infiltragao de células
imunes nas articulagbes e tecidos (CHIRATHAWORN et al., 2013; KELVIN et al.,
2011).

Na artralgia caracteristica da Febre Chikungunya podem ser encontrados
RNA e proteinas virais em tecido sinovial (fluido e fibroblasto) e macréfagos. Os
macrofagos sao as células mais propicias para a replicagao viral, sugere-se que seja
a célula mais abundante na infiltragdo sinovial, possibilitando que este mecanismo
favoreca a patogénese de cronicidade da doenga (WOODRUFF; BOWEN; PLATT,
1978; REZZA et al., 2014; POWERS et al., 2000; OZDEN et al., 2007; WAUQUIER
et al., 2010). Outrossim, alta replicagdo em osteoblastos e danos 6sseos séo outras
consequéncias da patogénese da infecgdo por CHIKV (ZHANG et al., 2018; GOUPIL
et al., 2016; YOON et al., 2015).

As diferengas na patologia aguda e crénica da infecgao por CHIKV podem
ser vistas na Figura 2. A infecgdo aguda pelo CHIKV comega com a transmissao do
virus através da picada de um mosquito infectado na pele, e a replicagcdo do CHIKV
ocorre em células suscetiveis, incluindo fibroblastos e macréfagos. A replicagao viral
e as respostas imunes do hospedeiro podem favorecer a ocorréncia da mialgia e
poliartralgia, especialmente nas articulagdes distais durante a fase aguda. Além
disso, a infeccdo aguda provoca uma resposta inflamatéria nos tecidos infectados
com uma extensa infiltracdo principalmente de macréfagos e mondcitos, mas
também de neutrdfilos, células NK e linfécitos nos tecidos-alvo e pela liberagao de
varias quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias. A doenca cronica por CHIKV pode

persistir por meses ou anos apos a infeccdo aguda, mas geralmente é limitada a
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articulacbes mais distais. Ha hipoteses de que a doencga crdnica € provavelmente
mediada por virus persistente e inflamacédo. Dentro da articulagcdo cronicamente
infectada, no liquido sinovial, também ha a presenga continua de um subconjunto de
células infiltrantes (principalmente macrofagos, mondcitos e linfocitos) além de
mediadores pro-inflamatorios especificos (IL-6, IL-8 e CCL2/MCP-1). A patologia
articular crénica assemelha-se a artrite reumatoide, com hiperplasia e angiogénese
significativas (SILVA; DERMODY, 2017).

Figura 2 - Modelo de patogénese aguda e crénica do CHIKV.
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O virus se dissemina através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais tipicos
(quadrados sdlidos) e atipicos (quadrados hachurados) de replicagéo primaria (indicados em azul).
Possiveis locais de persisténcia do CHIKV incluem células endoteliais no figado e outros érgaos,

células mononucleares no bago, macréfagos no liquido sinovial e tecidos circundantes e células

satélites no musculo (indicadas em roxo).
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A resposta imune adaptativa também possui relevancia na fisiopatologia.
Linfocitos T CD4+ apresentam acentuada circulagao durante a fase aguda, enquanto
os linfécitos CD8+ sdo mais presentes na fase crénica (HOARAU et al., 2010;
LABADIE et al., 2010). Apesar da intrigante disparidade de perfil, estudos apontam
que apenas o CD4+ pode contribuir como mediador inflamatério (TEO et al., 2012).

Em ambas as fases da doencga, aguda e cronica, a circulagdo de citocinas
e quimiocinas € constante. As principais envolvidas nesse processo sao,
principalmente, as citocinas pré-inflamatérias IFN-a, IFN-y e IL-6, as citocinas
anti-inflamatérias IL-1, IL-4 e IL-10, e quimiocinas como a CCL2/MCP-1 e IP-10
(TENG et al., 2015). Os maiores detalhes da patogénese da infecgdo por CHIKV
permanecem desconhecidos, constatando que a literatura necessita de mais
estudos acerca do tema.

Até o presente momento, ndo existe farmacoterapia especifica para febre
chikungunya. Os medicamentos utilizados durante o tratamento visam a atuagao na
sintomatologia, diminuindo as manifestagdes clinicas como febre e dor, e impedindo
algumas complicagdes especificas de alguns casos, como mau funcionamento de
orgaos (VAIRO et al. 2019). Na fase aguda da infecgédo, os AINES s&o a primeira
escolha para o tratamento, sendo recomendado o uso em até 14 dias do inicio do
quadro clinico. Analgésicos também compdem o tratamento dessa primeira fase da
doencga, podendo ser receitados opidides fracos também na fase pos aguda (SIMON
et al., 2015). Nos casos de sintomas prolongados nas articulagbes, como em
tenossinovite, bursite e capsulite, podem ser prescritos anti-inflamatérios tépicos e
infiltrativos (VAIRO et al. 2019). Para os pacientes que desenvolvem artrite cronica
por CHIKV, a estratégia terapéutica € baseada em glicocorticoides, e em alguns
casos, DMARDs, como € o caso do Metotrexato, Sulfasalazina e Hidroxocloroquina
(JAVELLE et al., 2015; AMARAL; BINGHAM; SCHOEN, 2020). Todos esses
tratamentos s&o paliativos, sendo apenas o Ribavirin, um antiviral, que apds estudos
in vitro e in vivo, teve eficacia comprovada na inibicdo da replicacio viral em células
Vero, e em camundongos reduziu a carga viral e inflamacdo quando combinados
com Doxicilina (AMARAL; BINGHAM; SCHOEN, 2020; RAVICHANDRAN; MANIAN,
2008).
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2.2 Genética e epigenética

No dogma central da biologia molecular, a informagdo genética é
transmitida do DNA para o RNA (podendo haver o sentido inverso) e do RNA para a
proteina. O processo transcricional (DNA — RNA), é uma vertente do tradicional
dogma central da biologia molecular, que diz respeito ao fluxo de informagao
“decodificada” dos genes. Os nucleotideos do DNA podem ser replicados (DNA —
DNA) e posteriormente transcritos em RNA. O RNA pode ser traduzido (RNA —
Proteina) para aminoacidos e, respectivamente, proteinas. Durante todos esses
processos do dogma central da biologia molecular existem formas de regulagéo
(SCHAEFFER; THOMPSON, 2015).

O material genético contém informagdes necessarias para a manutengao
de todo funcionamento de um organismo vivo. O primeiro passo para que essas
informagdes sejam transmitidas para células do mesmo organismo, ou para a prole,
€ o processo de replicagdo do DNA (Figura 3). A replicagdo possui carater
semi-conservativo e s6 acontece quando as pontes de hidrogénio, que unem as
duas fitas de DNA, sdo quebradas. De modo geral, apds a sintese do primer pela
RNA polimerase (RNAp), a DNA polimerase se ligara a ele na fita do sentido 5’ e
dara inicio ao processo de replicagdo (SNUSTAD; SIMMONS, 2013).



Figura 3 - Dogma Central da Biologia Molecular
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Para as informagbes contidas no DNA chegarem a maquinaria

citoplasmatica, os nucleotideos sao transcritos para mRNA, uma molécula capaz de

atravessar a carioteca rumo ao citoplasma (SCHAEFFER; THOMPSON, 2015). O

processo tem inicio quando fatores de transcricdo s&o realocados para pontos

especificos do DNA, quebrando as pontes de hidrogénio da regido e,

consequentemente, abrindo essa parte do gene ativo para ser transcrito (SNUSTAD;

SIMMONS, 2013). A RNA polimerase se liga a um promotor e comega a sintetizar

uma fita sense de precursor de mRNA, de modo complementar a fita de DNA que

estd sendo exposta (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). Em eucariotos, o transcrito

primario € denominado pré-mRNA, sendo posteriormente direcionado para os

ribossomos (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). O processamento de mRNA eucariotico
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(por exemplo, splicing alternativo, capping 5' e formagéo de cauda poli(A) 3') governa
a estabilidade do mRNA e determina seu destino traducional (SNUSTAD;
SIMMONS, 2013). Modificagdes pds-traducionais das proteinas adicionam mais uma
camada na modulagédo dindmica de processos bioldgicos complexos (PRAMANIK et
al., 2021).

Por fim, o mRNA chega aos ribossomos e cada cdédon é substituido por um
aminoacido seguindo a mesma direcdo, 5-3’, dando origem a uma unidade
funcional: a proteina. Os RNAt, em uma extremidade, trardo sequéncias chamadas
de anticédons que se ligardo ao mRNA. No ribossomo, cada codon sera exposto e
lido separadamente, até chegar no stop codon. A iniciagcdo (AUG) e terminagéo
(UAA, UAG ou UGA) da tradugédo sao determinadas por codons especificos. Além
disso, ainda ha o enovelamento em formato 3D da proteina, permitindo que apds a
parada, ela siga para seu local de funcionamento celular (SNUSTAD; SIMMONS,
2013).

2.2.1 Modificagbes Epigenéticas

As modificagbes epigenéticas sao modificagcbes de fendtipos que
acontecem independentes as alteragdes genbmicas, a partir de diferentes
regulagbes que impactam na expressdo dos genes (FELSENFELD, 2014; GAYON,
2016). Modificacbes quimicas nos niveis de DNA (por exemplo, 5-metilcitosina [Me]
e modificagdes de histonas) e RNA (por exemplo, a N6-metiladenosina [m6A]) sao
fatores cruciais no desenvolvimento da memoria epigenética (PRAMANIK et al.,
2021). As principais alteragdes epigenéticas sao: acetilacdo e fosforilagcdo de
histonas, metilagdo do DNA, remodelacédo de cromatina, e miRNAs (GAYON, 2016).

A metilacdo do DNA consiste na formacdo de uma 5-metil-citosina, pela
transferéncia de um metil para o carbono 5, reagcdo catalisada pelas DNA
metiltransferases (DNMTs). E proposto um padrdo de metilagdo nas fitas do DNA no
processo de replicacao, tendo as DNMTs que catalisam a adi¢gao do grupo metil, as
que removem o grupo metil e fazem a desmetilagéo, e por fim, as que reconhecem e
regiao do DNA metilada e ligam-se para regular a expresséo génica. Esse processo

de silenciamento acontece nos sitios CpG (citosinas que precedem uma guanina)
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(MOORE; LE; FAN, 2012).

As histonas sao proteinas carregadas positivamente e que interagem com
o DNA, proporcionando seu enovelamento, e consequentemente, as regides que
ficardo disponiveis, ou ndo, para transcricdo. A acetilacdo das histonas ocorre em
seus residuos de lisina, afastando-as da molécula de DNA devido a carga neutra
que sera configurada a elas. As lisinas acetiltransferases (HATs) e lisinas
desacetilases (HDACs) sdo as classes enzimaticas que orquestram essa regulagao
da expressao génica. Essas acetilagées reduzem a afinidade do DNA com a histona,
por conseguinte, afrouxa o nucleossomo, espécie de complexo de DNA mais as
histonas, recruta outros componentes responsaveis pela transcricdo e causa o
remodelamento da cromatina (LEE et al, 1993; LAWRENCE; DAUJAT;
SCHNEIDER, 2016).

Além da acetilacéo, a regulacado da expressao génica através das histonas
também pode acontecer pela fosforilacdo e desfosforilagdo delas. Os residuos de
serina e treoninas passam por esses dois processos, sendo usados para a
“abertura” desses espacos especificos. A fosforilagdo das histonas serve como um
insight para essa abertura e transcricdo do DNA (PETERSON; LANIEL, 2004)
(Figura 4).
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Figura 4 - Modificagbes epigenéticas.
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Fonte: KLEIN; BENARROCH, 2014.

2.2.2 miRNAs

Entre as modificacbes epigenéticas, pode-se destacar os miRNAs, que
possuem como fungdo principal a regulacdo da expressdo génica. Humanos
produzem diferentes miRNAs, que parecem regular ao menos um terco de todos os

genes que codificam proteinas. Os miRNAs sdo pequenos fragmentos de RNA que
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contribuem para a degradacéo da fita de mRNA, caso se ligue a ela pelo complexo
mi-RISC. A regulacdo da expressado génica se da pelo pareamento de bases com
MRNAs especificos, além de sua estabilidade e tradu¢ao (BUSHATI; COHEN, 2007).

Sua biogénese tem inicio na expressao e transcrigdo dos genes mir. O
processo de formacao do transcrito comega pela atuagdo das enzimas RNA
polimerases Il e lll, formando um miRNA primario (pri-miRNA), que sera clivado pela
enzima Drosha e exportado para o citoplasma como o precursor pré-miRNA. Esse
precursor sofrera outra clivagem, dessa vez pela enzima Dicer, originando um
miRNA maduro. A partir dele, tera duas fitas: a guia e a passageira. A primeira, sera
encaminhada para o processo de formacao do complexo de mi-RISC, formando por
fim, o miIRNA maduro e apto a clivar e silenciar um mRNA. Ja a segunda, é
degradada no citoplasma e encaminhada para reciclagem (WAHID et al., 2010).
Essas fitas também podem receber a nomenclatura de bragos 3p ou 5p e, a
depender do miRNA, uma delas pode compér o complexo mi-RISC por apresentar
um acumulo majoritario na célula ou, pode haver produ¢do em quantidade
semelhantes de ambos os bragos do transcrito (GRIFFITHS-JONES et al., 2011;
HUTVAGNER, 2005).

A degradacdo do mRNA culmina na ndo-tradugdo de uma proteina,
causando uma auséncia em determinados processos e vias moleculares, gerando
um desbalango nos eventos bioldgicos. O processo de biogénese dos miRNAs pode

ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5 - Biogénese de miRNAs.
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Um gene de miRNA é transcrito, geralmente pela RNA polimerase Il (Pol Il), gerando o miRNA
primario (pri-miRNA). No nucleo, a endonuclease RNase Il Drosha e a proteina DGCR8/Pasha do
dominio de ligagdo ao RNA de fita dupla (dsRBD) cliva o pri-miRNA e produzem uma saliéncia de 2 nt
3 contendo o miRNA precursor de ~70 nt (pré-miRNA). Exportin-5 transporta o pré-miRNA para o
citoplasma, onde é clivado por outra RNase lll endonuclease, Dicer, juntamente com a proteina
dsRBD TRBP/Loquacious, liberando a saliéncia de 2 nt 3 contendo um ~21-nt miRNA:miRNA* duplex.
A fita de miRNA é carregada em um Argonauta contendo Complexo de silenciamento induzido por

RNA (RISC), enquanto a fita miRNA* é tipicamente degradada.
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2.3 Biologia computacional

2.3.1 Biologia de Sistemas

Partindo do pressuposto que ha interacédo entre itens de um sistema, a BS
surgiu com o intuito de compreender os sistemas complexos na biologia (ZOU,;
LAUBICHLER, 2018; IDEKER; GALITSKI; HOOD, 2001). Pautada pela teoria geral
de sistemas, seu objetivo é estudar e entender a organizagcao de fenbmenos por
meio de principios comuns dos elementos especificos envolvidos nesses fendmenos
(ZOU; LAUBICHLER, 2018; IDEKER; GALITSKI; HOOD, 2001). A ascenséao da era
das “6micas” contribuiu diretamente para o crescimento da BS e com estonteantes
numeros de dados sendo produzidos, houveram novas possibilidades para estes
estudos sistematicos e de integracdo de dados biolégicos (POLONI et al., 2014).

Para o processo de integracao, a BS utiliza de artificios como a montagem
de redes de interagdo (POLONI et al., 2014). Essas redes, ou networks, sao
formadas por nds (vértices) e conectores (arestas), e, elas sdo construidas com
base na primaria teoria de grafos. Com base na teoria, as redes podem conter
conectores unidirecionais (rede direcionada) ou conectores néo direcionais (rede
nao direcionada), como € demonstrado na Figura 6. A conformacao de uma rede
pode se expandir por diversos tipos, tendo sua aplicabilidade dependente da analise
a ser desenvolvida (POLONI et al., 2014). Esses principios matematicos sdo uma
espécie de “forma”, onde colocam os dados bioldgicos provenientes de técnicas
experimentais, a fim de torna-los uma conformagédo de rede (KITANO, 2002a;
KITANO, 2002b).
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Figura 6 - Modelo de rede de interagéo.
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Fonte: os autores, 2022.
Rede de interagdo ndo direcional com 6 vértices e 8 arestas. As setas vermelhas apontam para as

vértices e as setas cinzas para as arestas.

Ao analisar uma rede de interacdo, algumas caracteristicas de topologia
auxiliam no entendimento da representacdo grafica e estatistica do network. A
modularidade, ou clusterizacdo, € uma propriedade referente ao padrdo de
conectividade entre itens e fungdes distintas, que ocorrem de forma organica no
meio bioldgico, onde sera analisada a clusterizagdo de um né com 0s seus vizinhos.
A ontologia génica consiste na propriedade totalmente voltada para o produto e
funcdo que um determinado gene exerce em diferentes tipos de hierarquia: a nivel
celular, processo biolégico e fungdo molecular. Todas essas informagdes sao
armazenadas em forma de “anotagcdes” com o intuito de alimentar banco de dados
ontoldgicos. Na investigacdo do elemento mais importante da rede, € aplicada a
propriedade da centralidade para nés (POLONI et al., 2014).

Além da importancia, outras informagdes sdao necessarias para analise,
como a quantidade de nos conectados a outros nds, com um grande ou baixo
volume de conexdes. Esses nds com uma quantidade elevada de conexdes sao
chamados de hubs. Betweenness e closeness compreendem propriedades acerca
do numero de caminhos que passam por um né e a menor distancia entre esses

caminhos, respectivamente. O didmetro corresponde a distancia entre os nés mais
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distantes da rede, auxiliando na analise de compactacao. E por fim, a centralidade
de conectores é baseada em calculos de outras propriedades, como o betweenness,
para analisar quais hubs com maior relevancia na rede (POLONI et al., 2014).

Na SB as redes de interacdo representam, em sua maioria, interacoes
proteina-proteina, proteina-acidos nucleicos, vias metabdlicas, interacdo entre
transcritos (MRNA-miRNA) e analises isoladas de ontologia génica. No ramo
bioquimico, € comum o uso de redes ponderadas de multigrafos (itens de classes
diferentes) e redes de hipergrafos (cada sub grafo contendo itens de funcdes
diferentes), principalmente para avaliacdo de interagao proteina-proteina e de vias

metabdlicas de um ou mais sistemas biolégicos (POLONI et al., 2014).

2.3.2 Redes Biologicas

As proteinas sdo as moléculas em maior abundancia em um ser vivo,
especialmente, no ser humano. Essas cadeias ramificadas de aminoacidos possuem
diversas fungbes na maquinaria celular, desde a catalizagdo de uma reagao
(enzimas), transporte do oxigénio (hemoglobina e mioglobina), até a composigéo do
sistema imune (imunoglobulinas). Para desempenhar seu papel funcional, as
proteinas podem atuar sozinhas ou ligadas a outros elementos, sendo chamados de
grupos prostéticos (NELSON; COX, 2014; ALBERTS et al., 2017).

Reacdes basicas a homeostase de um organismo sao exemplos naturais
de interagdes proteina-proteina, como uma ligagdo enzima-substrato ou uma de
antigeno-anticorpo. Nas redes de interacdo proteina-proteina, além dos nos
representarem as proteinas e os conectores serem interagdes, deve-se levar em
consideragdo: ligagbes temporarias ou permanentes; obrigatoriedade de
funcionalidade conjunta ou ndo; e interface, tendo nas maiores interfaces uma
mudancga conformacional mais acentuada e apresentando interagdes permanentes.
Ademais, componentes de formacgéo e estabilizagcdo de proteinas como as ligagdes
de hidrogénio, interacbes hidrofébicas, complementaridade esférica e forca
eletrostatica, podem atuar diferenciando o tipo de conformacao e disposicao da rede
de interacdo (POLONI et al., 2014).

Os metabdlitos sao produtos de reacdes bioquimicas que se tornardo
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substratos em reagbes subsequentes, formando assim uma grande reagdo em
cadeia. Essas redes metabdlicas podem ser classificadas como redes de fluxo,
tendo em vista que variaveis de energia e massa podem ter valores distintos de
acordo com cada no. A disposicdo da rede pode ter metabdlitos e reagcdes sendo
representados tanto como nés, como arestas ou como ambos sendo representados
ao mesmo tempo, como ocorre em grafos bipartidos. De modo geral, redes
metabodlicas apresentam conexdes menos coesas em estruturas hierarquicas

maiores, e mais coesas em modulos hierarquicos menores (BRANDAO, 2020).

2.3.3 Bancos de Dados

2.3.3.1 Bancos de dados gendmicos e transcriptdmicos

A genbmica avalia os genomas, destacando a interagao entre os genes e o
meio ambiente, além da fungao e estrutura génica. A transcriptdmica é o estudo do
transcriptoma, ou seja, do conjunto completo de todas as moléculas de RNA
expressa em uma célula, tecido ou organismo. Uma das possibilidades para
avaliacdo do genoma e de transcritos é a utilizagdo de bases de dados (POLONI et
al., 2014).

O miRBase é uma base de dados amplamente utilizada para verificagao da
fita do miRNA, ou seja, se tanto a 3p quanto a 5p sdo atuantes e para predigdo de
genes alvos para miRNA. O miRBase atua com uma atribuicdo de valores de P a
locais de ligagao de miRNA e seu alvo, priorizando aqueles que foram conservados
ao decorrer da evolugado de diferentes espécies. Para isto, sdo usados modelos
estatisticos. Ja na predigdo de genes-alvos, € utilizado o algoritmo do miRanda,
buscando resultados de predicdo em outros bancos de dados de vertente
semelhante. O resultado sera um redirecionamento para esses outros bancos de
dados, ja com o resultado da predicdo. Os bancos que aparecem com mais
frequéncia para esse redirecionamento sdo o miRDB e TargetScan (KOZOMARA;
BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2018).

O Targetexplorer é outro exemplo de banco de dados que pode ser
utilizado para predigdo de genes-alvos para miRNAs e visualizagdo de vias

metabdlicas. O Targetexplorer contém informacdes de bibliotecas gendmicas que
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sdo selecionadas a partir de uma expressdo matematica. O programa Patser &
utilizado para avaliar e pontuar, com base em estatistica, os locais de ligacdo no
DNA (gene) (SOSINSKY, 2003).

O banco de dados Tarbase v.8 pode ser aplicado para predicdo de
genes-alvos para miRNA. O Tarbase v.8 realiza a andlise a partir de calculos
estatisticas e inferéncia baseados em pipeline de linguagem R, apdés o
processamento de dados experimentais que alimentam a base de dados
(KARAGKOUNI et al., 2017).

A base de dados miRTargetLink 2.0 é utilizada para predicdo de
genes-alvos para miRNAs a partir de graficos de interacdo e analise de
enriquecimento funcional. Faz o processamento utilizando dados de miRNAs e
genes-alvos de outros seis bancos de dados (miRBase, miRTarBase, mirDIP,
miRDB, miRATBase e miRPathDB), e as ferramentas miEAA e GeneTrail para as

analises de enriquecimento (KERN et al., 2021).

2.3.3.2 Bancos de dados para redes de interagao

Com a possibilidade de manejar dados proprios e em larga escala de
interactomas e outras 6micas, os bancos de dados e plataformas online para
construcao de redes de interagao, trazem uma nova possibilidade para interpretacao
desses dados, por intermédio de redes.

A formacao de redes de interacao fisica, co-expressao, predi¢ao, interacao
genética, co-localizagdo, vias metabdlicas e de compartihamento de dominios
proteicos, podem ser entdo as quais sao escolhidas de acordo com as necessidades
de uma pesquisa. O algoritmo usa métodos de ponderagao por consulta de genes
para inferéncia dessas redes (WARDE-FARLEY et al., 2010).

Trabalhando com dados mais amplos, de genbmica, protebmica e
metabolémica, a inferéncia das redes de interacdo na plataforma GeneMANIA é
realizada seguindo as informagéos disponiveis: dados de co-expressao do Gene
Expression Omnibus (GEQO), interagcdo fisica e genética do BioGRID, interagao
protéica baseada em ontologia do 12D, dados de interacdo e vias metabdlicas do

Pathway Commons, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, Human Protein
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Reference Databases, HumanCyc, MINT, Reactome, Systems Biology Center New
York IntcAt e NCI-Nature Pathway Interaction Database (WARDE-FARLEY et al.,
2010).

O STRING é um banco de dados que tem como produto inferéncias de
redes de interagdo proteina-proteina, utilizando todos os parametros de associagao
disponibilizados pela plataforma, gerando um score de interagdo. A selegéo de
proteinas mais relevantes no network € realizada com base na quantidade de
parametros (Tabela 1) em que elas se repetem , dando prioridade a presenga no
parametro de dados experimentais, contando como uma espécie de validagao
(SZKLARCZYK et al., 2020).

Tabela 1 - Parametros de inferéncia de rede no STRING (continua).

Parametro Aplicagéao Local Cor
de coleta representativa
de dados das arestas
Vizinhanga Pontuacgao de score atrelada a Associagdo computacional Verde
proximidade dos genes no mesmo de comparagoes de
cromossomo, calculada em cima genoma completo
dos nucleotideos nao codificantes disponivel.
entre as open reading frames
(ORFs)
Fusao O algoritmo busca por ORFs que  Associagdo computacional Laranja

parecam ser oriundas de fuséo de
genes. A pontuagao é
proporcional ao evento de fuséo

Co-ocorréncia O algoritmo busca por pares de
genes que ao longo da evolugao
apresentaram alguma
semelhanga. Essa semelhanga
pode acontecer por transferéncia,
duplicagéo ou simplesmente,
genes perdidos
Co-expressdo  Evidéncias de expresséo génica
sao pesquisadas em diferentes
fontes e comparadas pelo
algoritmo

de comparacgoes de
genoma completo
disponivel

Associagdo computacional
de comparagdes de
genoma completo
disponivel.

Experimentos de gendmica
funcional e ensaios
laboratoriais. Os dados sao
baseados em RNA, mas
também, sdo adicionados
os de expressao de
proteoma pelo
ProteomeHD.

Azul marinho

Preto
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Tabela 1 - Pardmetros de inferéncia de rede no STRING (concluida).

Parametro Aplicagéao

Sao coletados e
reunidos dados de
interacao
proteina-proteina de
experimentos
laboratoriais do espectro
biofisico, bioquimico e
genético

Dados experimentais

Analisa evidéncias de
associagao com
curadoria manual

Associagao em
bancos de dados de
vias

Associagao em
literatura

Analisa mengdes das
proteinas juntas no
mesmo abstract e

artigos cientificos. O

calculo é feito baseado
na proximidade dessas
mengdes, se é na
mesma frase, paragrafo
ou artigo

Local Cor
de coleta representativa
de dados das arestas
Experimentos de gendmica Rosa
funcional e ensaios
laboratoriais. Os dados séo
importados de bancos de
dados e realizada a curadoria
por iIMEX e BioGRID
Anotacoes realizadas no Azul
KEGG, Reactome, MetaCyc,
EBI Portal Complex e Gene
Ontology Consortium
Mengdes no PubMed, PMC, Amarela

OMIM e SGD

Fonte: adaptado de SZKLARCZYK et al., 2022.

Os dados sao constantemente atualizados e coletados de outros algoritmos

de bancos de dados, sendo os mais recorrentes o FunCoup, GeneMANIA, IMP, 11D,

HumanNet, HumanBase/GIANT e Consensus PathDB.

Ademais, O STRING

também proporciona analise de dados de enriquecimento funcional e ontologia

génica (SZKLARCZYK et al., 2020).
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2.3.3.3 Banco de dados metabolémicos

A metabolédmica, é o estudo do conjunto de metabdlitos (produto do
metabolismo de uma determinada molécula ou substancia) de um determinado
sistema bioldgico. A utilizacdo de bancos de dados metabolémicos, dessa forma, é
importante para entender o impacto de um produto transcricional ou traducional, a
partir da sua funcdo molecular e seu papel celular.

O Metascape € um banco que proporciona dados organizados,
principalmente, em formatos de graficos de barra, Circus plot e redes de interagéo.
Podendo ser utilizado, também, para analises de enriquecimento funcional e
ontologia génica. O Metascape utiliza pesquisas em mais de 20 bancos de dados
gendmicos, protedmicos e metabolémicos para suas analises (ZHOU et al., 2019).

As analises de enriquecimento funcional realizadas no banco de dados,
podem ser aplicadas de modo complementar as analises do Metascape. O algoritmo
utiliza o PARADIGMA, que é capaz de integrar dados gendmicos. Além da
possibilidade de escolha, no préprio banco, de diferentes algoritmos conforme a
necessidade do estudo (GRISS et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aplicar a biologia de sistemas para determinar o papel dos miRNAs,
genes-alvos, e vias metabdlicas que atuam integradamente no desenvolvimento das

fases aguda e cronica da Febre Chikungunya

3.1 Objetivos especificos

e Selecionar os miRNAs associados com a fisiopatologia da Febre
Chikungunya.

e Selecionar o0s genes-alvos associados aos mMiRNAs envolvidos na
fisiopatologia da Febre Chikungunya.

e Identificar as redes de interacdo oriundas desses genes-alvos e suas
respectivas proteinas.

e Identificar as vias metabdlicas dos genes-alvos e relaciona-las com as fases
aguda e cronica da febre Chikungunya.

e Analisar a ontologia dos genes-alvos escolhidos na fisiopatologia da Febre

Chikungunya nas fases aguda e cronica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Busca Bibliografica

Realizou-se pesquisa em plataformas e repositérios de artigos cientificos, a
fim de fazer um levantamento dos miRNAs ja descritos em literatura relacionados
aos arbovirus mais circulantes no Brasil: DENV, ZIKV, CHIKV. Foram escolhidas as
seguintes plataformas: PubMed (http://pubmed.ncbi.nim.nih.gov), ScienceDirect
(http://sciencedirect.com),  SciElo  (http://scielo.org) e  Cochrane Library
(http://cochranelibrary.com), aplicando os descritores em inglés "CHIKV AND
miRNA", "Chikungunya AND miRNA”, "Chikungunya AND epigenetics", “CHIKV AND
epigenetics”, “DENV AND miRNA”, “Dengue AND miRNA”, “Dengue AND
epigenetics”, “DENV AND epigenetics”,“ZIKV AND miRNA”, “Zika AND miRNA”,
“Zika AND epigenetics” e “ZIKV AND epigenetics”.

Para a primeira etapa de analise do estudo, foram considerados elegiveis
os artigos de miRNAs que utilizavam metodologias experimentais in vitro (cultura de
células humana ou animal rato ou camundongo) e in vivo (modelo animal rato e
camundongo, e amostra biolégica humana). Artigos in silico (bioinformatica e
biologia computacional) s6 foram incluidos quando possuiam validagao experimental
e artigos de revisdo focados em miRNAs humanos. Para a segunda etapa de
analise, permaneceram os artigos que continham informagdes de miRNAs humanos
na infecgao por CHIKV e apresentavam modelo experimental com amostra bioldgica
humana. Foram excluidos artigos de revisdo, analises de bioinformatica e biologia

computacional e os que possuiam metodologia unicamente de modelo animal.

4.2 Base de Dados

Foram utilizados base de dados de gendmica, transcriptdmica, protedmica
e metabolédmica, disponibilizadas gratuitamente de forma online, para selegao de
miRNAs, identificacdo dos seus tfargets e acessar informagdes de sequéncia,
estrutura e interacdes sobre estas moléculas. Esses repositérios passaram por

processo de curadoria manual e computacional, proporcionando uma constante e
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confiavel atualizagdo dos seus dados.

4.2.1 Selegcao de miRNA

Os miRNAs foram selecionados com base nos artigos, e posteriormente,
aplicado os seguintes filtros de exclusdo: sem informag¢des sobre a fita (3p/5p),
presente simultaneamente nas infecgdes de ZIKV e DENV e, por fim, os que
estavam registrados em todas as bases de dados escolhidas para esta selegcao de

genes-alvos.

4.2.2 Selegao dos genes-alvos

Os miRNAs selecionados foram submetidos em quatro bases de dados
para busca dos genes-alvos, sendo elas miRBase (miRDB e TargetScan),
Targetexplorer, Tarbase v.8 e miRTargetLink 2.0. Foi feito download dos resultados
do miRTargetLink 2.0 e TargetScan em formato x/sx. Para as outras bases de
predicdo, a importacdo dos dados aconteceu de forma manual, para planilhas em
formato x/sx também.

ApoOs essa etapa, os genes-alvos passaram por um processo de filtragem,
foram utilizadas formulas de filtro do excel para retirada dos repetidos intra-base de
dados. O intuito desse processo foi encontrar os dados mais fidedignos possiveis,

acerca dos numeros de genes-alvos nas bases de dados.

4.2.3 Determinagao das Redes de Interagao

O GeneMANIA foi utilizado para determinacdo de redes de interagdo de
genes entre os genes-alvos selecionados, posteriormente determinados utilizando
no input o critério de interacdo entre 55 vértices. Obtivemos redes de interacdes
genbmicas (co-expressao, interagcao genética, predicao), proteica (interacao fisica,
compartiihamento de dominios proteicos, co-localizagdo) e metabdlica (vias

moleculares).
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A inferéncia da rede de interacdo proteina-proteina foi formada no
STRING, também, com 55 vértices para as 5 proteinas escolhidas e com 20 vértices
para cada uma delas separadamente, com critérios de parametros disponibilizados

pela plataforma.

4.2.4 Anadlises de Enriquecimento Funcional e Ontologia Génica

As analises de enriquecimento funcional e ontologia foram realizadas de
modo complementar, simultaneamente, nas bases de dados Metascape e
Reactome.

No Metascape, para a analise de ontologia e enriquecimento, realizou
pesquisa no KEGG, GeneOntology, MSigDB, o proprio Reactome, entre outros. Os
dados utilizados no input foram oriundos das redes de interagao inferidas no
STRING. Para a analise de interacdo proteina-proteina, os bancos de dados
utilizados séo BioGrid, InWeb_IM55 e OminiPath, contudo, ndo usufruimos desses
dados do Metascape para a finalidade do projeto.

Nas analises de enriquecimento e ontologia realizadas pelo Metascape, foi
aplicado o teste hipergeométrico e o algoritmo de Benjamini-Hochberg,
disponibilizados e realizados pela prépria plataforma, para corre¢do do valor de p.
Realizado o agrupamento de termos enriquecidos, de forma n&do redundante, as
semelhancgas entre os pares foram calculadas pela pontuacdo do teste Kappa. O
menor valor de p, equivalente ao termo mais significativo de cada cluster, foi

escolhido para representa-lo no grafico em barras.
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5 RESULTADOS

5.1 Selecdo de miRNAs

As buscas nas plataformas PubMed e Science Direct resultaram em 51
artigos que foram elegiveis para selecdo de miRNAs. Na plataforma SciElo os
resultados foram de apenas quatro artigos, sendo dois para Dengue e dois para Zika
virus, que nao foram elegiveis por ndo apresentarem os critérios de exclusdao. A

Cochrane Library nao apresentou nenhum artigo com os referidos descritores.

Tabela 2 - Tabela de artigos encontrados nas plataformas de pesquisa utilizando os respectivos

descritores.

Descritores PubMed Science Direct Selecionados
CHIKV AND miRNA 17 113 7
Chikungunya AND miRNA 33 250 0
Chikungunya AND 5 225 0

epigenetics

CHIKV AND epigenetics 2 63 0
DENV AND miRNA 74 288 27
Dengue AND miRNA 148 814 7
Dengue AND epigenetics 22 685 0
DENV AND epigenetics 7 153 0
ZIKV AND miRNA 61 184 10
Zika AND miRNA 67 481 0
Zika AND epigenetics 31 574 0
ZIKV AND epigenetics 29 152 0
Total 496 3982 51

Fonte: os autores, 2022.
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Apoés a aplicagdo dos critérios da segunda etapa da selegao de artigos,
apenas quatro sobre miRNA e CHIKV foram selecionados para leitura. A
metodologia dos artigos incluiam cultura de células de fibroblasto sinovial humano, e
técnicas como mMIRNA assay, RT-PCR e RT-qPCR para experimentagdo de
bancada. Dois artigos aplicavam os dados obtidos pelos experimentos para realizar
analises de bioinformatica, predicdo de genes-alvos e montagem de redes de
interacdo. Desta forma, a partir de destes artigos, foram selecionados 24 miRNAs
humanos upregulated na infeccdo por CHIKV (Figura 7). Dentre os miRNAs
selecionados quatro (hsa-miR-4454*, hsa-miR-4695-3p, hsa-miR-491-3p e
hsa-miR-4286*) estavam presentes na infeccao por DENV, dois deles também na
infeccao por ZIKV (hsa-miR-146a-5p e hsa-miR-138-2-3p), e um simultaneo para
ZIKV e CHIKV (hsa-miR-1264*).

Figura 7 - Diagrama de Venn dos miRNAs contendo trés conjuntos representativos para as
arboviroses.

miR-4299* miR-4797-5p
miR-4762-5p miR-1260b*
miR-1260a* miR-5581-3p
miR-5692¢c* miR-146a-5p |MIR-4695-3p muR:;ig;}S*p
iR- * . : miR-
miR 56920 miR-138-2-3p || MiR-491-3p Ay
miR-4796-5p MiR-4286* miR-
miR-4775* miR-382-3p
miR-3074-3p miR-3182*
miR-487b-3p miR-1264*

Fonte: os autores, 2022.

Os asteriscos representam aqueles miRNAs que nao tinham informagées sobre sua fita, 3p ou 5p.

Dentre 24 os miRNAs selecionados, doze foram excluidos, pois né&o

possuiam informagdes sobre qual das fitas se liga ao mRNA (3p ou 5p). Além
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destes, outros quatro mMiRNAs sofreram exclusdo por estarem presentes
simultaneamente nas infeccbes por DENV e ZIKV, independente da sua
concentragdo estimada, tendo em vista que o propdsito do trabalho € identificar
miRNAs exclusivos da infec¢do por CHIKV. Para a etapa de selegédo de genes-alvos,
os oito miRNAs restantes passaram por mais uma filtragem, onde o critério era a
presenca simultdnea nas bases de dados miRBase, Targetexplorer, Tarbase v.8 e
miRTargetLink 2.0. Ao final, quatro miRNAs foram selecionados para a identificagdo
e listagem dos seus alvos: hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e

hsa-miR-382-3p. O esquema de sele¢do desses miRNAs esta resumido na Figura 8.

Figura 8 - Etapas de filtragem dos miRNAs com critérios de exclusao.
Fonte: os autores, 2022.

Sem informacdes A Presentes Registrados nas 4
sobre a fita §|mult?neamente nas bases de dados
(3p/5p) infeccGes por DENV e para genes-alvos
ZIKV

24 12 8 4

miRNAs miRNAs mMiRNAs miRNAs
upregulated upregulated upregulated upregulated
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5.2 Selecdo de Genes-alvos

A partir dos quatro miRNAs selecionados, foram avaliados os genes-alvos
listados em quatro bases de dados diferentes. Ao total foram identificados 10.852
genes-alvos, sendo 4.023 para o miRNA-3074-3p, 271 para o miRNA-487b-3p;
5.321 para o miRNA-5581-3p; e 1.237 para o miRNA-382-3p. Vale ressaltar que o
miRBase realiza o levantamento de informagdes e seus resultados englobam outras
bases para genes-alvos como o miRBase, miRDB e TargetScan, além do
Targetexplorer, Tarbase v.8 e miRTargetLink 2.0. A quantidade de genes-alvo

encontrados em cada base de dados esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3 - Tabela descritiva da quantidade de genes-alvos encontrados em cada banco de dados.

miRNA miRDB  TargetScan Targetexplorer Tarbase miRTargetLink
v.8 20
hsa-miR-3074-3p 422 3378 160 4 59
hsa-miR-487b-3p 31 16 154 50 20
hsa-miR-5581-3p 487 3952 592 235 55
hsa-miR-382-3p 501 270 338 47 81

Fonte: os autores, 2022.

Apds a montagem de uma base de dados local com os dados obtidos nas
cinco bases citadas, foi realizada uma analise de redundancia de genes-alvos entre
as bases. Primeiro, excluimos os genes-alvos duplicados entre as bases de dados,
em sequéncia, marcamos 0s genes-alvos repetidos entre os quatro miRNAs
escolhidos para o estudo, e por fim, selecionamos os genes-alvos em comum entre
os quatro miRNAs.

O final da etapa culminou na selegéo de 5 genes-alvos para as analises de
enriquecimento funcional, redes de interacdo e ontologia génica: AIFM1, CPEB4,
DIO2, MEI4 e XKR4. A Figura 9 mostra o numero de genes-alvos em comum entre

os quatro miRNAs selecionados.
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Figura 9 - Diagrama de Venn da selecédo e intersec¢céo entre os genes-alvos, contendo 4 principais
conjuntos.
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Fonte: os autores, 2022.

5.3 Analise de Redes de interagao

Uma andlise geral da rede de interagdo entre os genes-alvos AIFM1,
CPEB4, DIO2, MEI4 e XKR4, foi obtida utilizando o GeneMANIA (Figura 10). Nao foi
encontrada interagao direta entre AIFM1 e DIO2, CPEB4 ou XKR4. Contudo, os
genes interagem indiretamente por meio de veértices comuns. O XKR4 e o AIFM1
interagem indiretamente por meio do TXN, BAK1, ENDOG, BAD, PARP1 e
METHFD1L (setas em azul). O CPEB4 e AIFM1 interagem indiretamente por meio
do TIMMS8A, CPOX, MGARP e NDUFAS8 (setas em roxo). O DIO2 e XKR4 interagem
indiretamente através do TPO (seta em verde), e o DIO2 também interage

indiretamente com AIFM1 por meio do TTC19 e BCL2 (setas em rosa). E por fim,
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CPEB4 e XKR4, interagem indiretamente através do XK (seta em preto). Além disso,
o gene MTHFD1L também participa da interagéo indireta entre CPEB4 e AIFM1 e
CPEB4 e XKRA4.

No caso dos genes CPEB4 e XKR4, ha uma interagdo génica direta,
entretanto ndo esta claro na literatura qual a correlagao entre eles. O gene ME/4 foi
0 Uunico que nao apresentou nenhuma categoria de ligagdo com os outros

genes-alvos.

Figura 10 - Rede de interacdo entre os 5 genes selecionados, constituida por 55 vértices.
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Fonte: os autores, 2022.
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Considerando a rede de interacdes fisicas, ndo foram encontradas interacoes
simultdneas entre os 5 genes alvos da pesquisa (Figura 11). No entanto, o gene
AIFM1 interage fisicamente com 36 moléculas, enquanto que o CPEB4 e XKR4
interagem com uma molécula cada, NDST1 (seta em roxo) e CEP135 (seta em
azul), respectivamente, e o D/IO2 com trés moléculas: TPO, WSB1 e MARCHF6
(setas em rosa). O gene MEI/4 nao apresentou interagao fisica com os demais

genes.

Figura 11 - Rede de interacgéo fisica contendo 55 vértices.
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Fonte: os autores, 2022.

Na figura podemos ver o AIFM1 com a maior parte das interagdes fisicas, seguido do DIO2. CPEB4 e
XKR4. O DIO2 interage principalmente com a TOP, que assim como ele, estd envolvido com
metabolismo de horménios tireoidianos.
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Em relacdo a rede de interagdes genéticas, existe uma interagdo entre os
genes CPEB4 e XKR4 (seta em roxo). O gene BAK1 (seta em, antagonista do BCL2,
€ o elo indireto da interagdo entre os genes AIFM1 e XKR4 (Figura 12). O gene
XKR4 interage com o gene da TPO, o qual tem sua proteina TPO, interagindo
fisicamente com a DIO2. A TPO é& uma proteina do metabolismo de horménios
tireoidianos, assim como a DIO2. Repetindo o padrdo, o MEI4 nao apresentou

interagdo génica com nenhum outro gene da rede.

Figura 12 - Rede de interacao génica contendo 55 vértices.
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Fonte: os autores, 2022.

Na figura podemos observar a interacdo entre os genes TPO e XKR4. O gene BAK1 serve como elo
de ligagéo de interagdo entre AIFM1 e XKR4. Também observamos a interagao direta entre CPEB4 e
XKRA4.
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Em relagéo a interagao das vias, segundo os resultados no GeneMANIA, o

gene AIFM1 é a unica com interagdes entre suas vias moleculares (Figura 13).

Figura 13 - Rede de vias contendo 55 vértices.
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Fonte: os autores, 2022.

Na figura observamos quase nenhuma correlagdo entre as interagdes das vias moleculares dos
genes-alvos, segundo os dados obtidos pelo GeneMANIA.
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Em relacdo a analise de interagdes entre proteinas no STRING, nao foram
encontradas interagbes diretas entre as proteinas MEI4, XKR4, DIO2, AIFM1 e
CPEB4 (Figura 14). As analises mostraram as proteinas MEI4 e XKR4 isoladas,

sem quaisquer interacdes com as proteinas DIO2, AIFM1 e CPEBA4.

Figura 14 - Rede de interagdo entre as 5 proteinas, constituida por 55 vértices construida pelo
STRING.
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Fonte: os autores, 2022.

Na figura vemos a auséncia de correlagao de interagcao entre as proteinas provenientes da tradugao
dos genes-alvos de escolha do trabalho.
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5.4 Analise de enriquecimento funcional e Ontologia génica

A proteina citosdlica AIFM1 esta presente em sinalizagdes de resposta ao
estresse oxidativo. Além disso, a AIFM1 esta presente no transporte de elétrons na
sintese de ATP e na apoptose por infecgao viral. A proteina participa ativamente, e
interage com moléculas em processos de programacgao de destruicdo celular e de

resposta ao estresse oxidativo (Figura 15).

Figura 15 - Grafico em barra de enriquecimento funcional da rede da AIFM1.
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Fonte: os autores, 2022.

No grafico observamos a alta atividade da proteina em processos apoptéticos e, em repetidas vezes,
as respostas ao estresse oxidativo.

O principal papel da proteina citosélica CPEB4 e das proteinas que ela
interage € atuar ativamente em processos de estabilizagdo de enzimas
citoplasmaticas (Figura 16). Além disso, a CPEB4 também participa do processo
metabdlico de hormdnio peptideo insulina, atuando em clivagem, tal qual sua classe

de carboxipeptidase, e na liberagao de granulos secretores de membrana.
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Figura 16 - Gréafico em barra de enriquecimento funcional da rede de CPEBA4.
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Fonte: os autores, 2022.

No caso da proteina intracelular citosdlica, DIO2, tanto ela, quanto as suas
interacdes proteina-proteina, participam ativamente do metabolismo de hormdnios
derivados de aminoacidos, especialmente os tireoidianos, na sintese, transporte e
resposta hormonal periférica. Além desse processo, a DIO2 atua no metabolismo

hepatico do selénio e outros minerais (Figura 17).

Figura 17 - Grafico em barra de enriquecimento funcional da rede do DIO2.
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Fonte: os autores, 2022.

No grafico vemos a massiva participagdo da proteina no metabolismo de horménios tireoidianos e
ligada ao metabolismo do selénio.

A analise da rede de interacdo da XKR4, proteina localizada na membrana

plasmatica, demonstrou sua presengca em processos de proliferagdo celular,
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contudo, ndo foram encontrados registros no Reactome dessa proteina e nem
indicacao de outras atuagdes funcionais no Metascape.

Assim como suas interagbes proteicas, a MEI4 & uma proteina de
processos de divisdo celular, altamente ativa em vias do processo reprodutivo
(Figura 18). A MEI4 também tem uma porcentagem de atuagao em metilagédo de
outras proteinas e metabolismo transcrito, como também, nas vias de sinalizagao de

Interleucinas e TNF.

Figura 18 - Grafico em barra de enriqguecimento funcional da rede da MEI4.
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Fonte: os autores, 2022.

As interagbes das 5 proteinas remetem a eventos, em sua maioria, de
metabolismo hepatico, metabolismo de hormdnios peptideos, apoptose, resposta
imunolégica e mecanismos celulares de estresse oxidativo, como pode ser
observado nas Tabela 4. A desregulagdo em cadeia dos processos listados, podem

ser agravantes para um quadro infeccioso viral e uma evolugdo para doenga

reumatica.
Tabela 4 - Tabela de enriquecimento funcional das 5 proteinas (continua).
GO Categoria Descrigao Contagem % Log10(p) Log10(q)
WP15 WikiPathways Rede de 11 20.00 -16.92 -12.57
micronutriente
selénio
WP4746  WikiPathways Produgéao de 10 18.18 -14.82 -10.77

hormonio tireoidiano
e efeitos da sua
sinalizacao periférica




Tabela 4 - Tabela de enriquecimento funcional das 5 proteinas (continua).
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GO

hsa04210

G0:0006979

G0:2001242

G0:1902510

G0:0010035

WP707

G0:0043200

G0:0001514

G0:0010821

G0:0070059

G0:0009914

G0:0009410

G0:2001020

Categoria

KEGG
Pathway

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

WikiPathwa
ys

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

GO
Biological
Processes

Descrigao

Apoptose

Resposta ao
estresse oxidativo

Regulagao da via
de sinalizagao
apoptética
intrinseca

Regulagéo da
fragmentagéo de
DNA apoptotico

Resposta a
substancias
inorganicas

Resposta a danos
no DNA

Resposta aos
aminoacidos

Incorporagéo de
selenocisteina

Regulagao da
organizacgao das
mitocondrias

Via de sinalizagao
apoptética
intrinseca em
resposta ao
estresse do reticulo
endoplasmatico

Transporte
hormonal

Resposta a
estimulagao de
xenobioticos

Regulagao da
resposta ao
estimulo de dano ao
DNA

Contagem

10

13

11

%

18.18

23.64

14.55

7.27

20.00

10.91

10.91

5.45

10.91

7.27

9.09

14.55

12.73

Log10(p)

-13.22

-13.06

-9.06

-8.69

-8.66

-8.52

-7.11

-6.70

-6.49

-6.41

-6.31

-6.20

-5.85

Log10(q)

-9.41

-9.41

-56.97

-5.64

-5.63

-5.53

-4.46

-4.18

-4.01

-3.95

-3.87

-3.78

-3.48
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Tabela 4 - Tabela de enriquecimento funcional das 5 proteinas (concluida).

GO Categoria Descrigao Contagem % Log10(p) Log10(q)
G0:0046034 GO Processo 6 10.91 -5.66 -3.32
Biological metabdlico do ATP
Processes
R-HSA-6804 Reactome TP53 regula a 3 5.45 -5.34 -3.06
114 Gene Sets transcricao de

genes envolvidos
na parada do ciclo

celular G2

G0:0050873 GO Diferenciagao de 3 5.45 -4.65 -2.52
Biological células do tecido
Processes adiposo marrom

G0:0051098 GO Regulacao de 6 10.91 -4.27 -2.20
Biological binding
Processes

G0:0002931 GO Resposta a 3 5.45 -3.88 -1.88
Biological isquemia
Processes

Fonte: os autores, 2022.

Os 20 principais clusters de analise com seus termos representativos enriquecidos (um por cluster).
Contagem: € o numero de genes nas listas de input com associagao no termo de ontologia fornecido,
além de acrescentadas a porcentagem de todos os genes do input que sdo encontrados nos termos
de ontologia (somente genes de entrada com pelo menos uma anotacdo de termo de ontologia sao
incluidos no célculo); Log10(P): é o valor p na base log 10; Log10(q): € o valor p ajustado multiteste
na base log 10

Conforme mostra o grafico de ontologia génica gerado para as cinco
proteinas (Figura 19), ha envolvimento destas em regulagdo de processos
bioldgicos, resposta ao estimulo, crescimento, sinalizagao, além de envolvimento em
processos virais e do sistema imune. A soma desses eventos biologicos consiste em
boa parte dos processos biologicos presentes num organismo vivo, destacando a

abrangéncia da atuagao das moléculas avaliadas neste estudo.



Figura 19 - Grafico em barra de ontologia génica da rede das 5 proteinas.
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Fonte:

GO:0050896: Resposta ao estimulo

GO:0009987: Processo celular

GO:0008152: Processo metabdlico

G0:0023052: Sinalizagdo

G0:0065007: Regulagdo bioldgica

GO:0051179: Localizagio

GO:0050789: Regulagdo de processos bioldgicos
G0:0048519: Regulagdo negativa de processos bioldgicos
G0:0048518: Regulagdo positiva de processos bioldgicos
G0:0002376: Processos do sistema imune

G0:0032502: Processo de desenvolvimento
G0:0022414: Processos reprodutivos
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G0:0044419: Processos biolégicos envolvidos em interagBes interespécies entre organismos

G0:0098754: Detoxificagdo
G0:0016032: Processos virais
GO:0040007: Crescimento

os autores, 2022.
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6 DISCUSSAO

A determinacgao do papel dos miRNAs, genes-alvos, e vias metabdlicas que
atuam integradamente no desenvolvimento das fases aguda e crbénica da febre
chikungunya, ajuda na compreensao da doenca e, consequentemente, a descoberta
de potenciais alvos terapéuticos, para as fases da doenca, onde em ambas, sua
mais evidente caracteristica € a forte artralgia, podendo evoluir para artrite crénica.

Alteragdes nas concentragcbes dos miRNAs hsa-miR-3074-3p,
hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e hsa-miR-382-3p em pacientes com febre
chikungunya, pode levar a desequilibrio bioquimico e interferir na resposta
metabdlica a doenga. Os mRNA alvos desses fragmentos de RNA, sao transcritos
dos genes AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4.

Estudos anteriores trazem o hsa-miR-487b-3p como um participante de
processos 0sseos (SHU et al., 2021; YAYAMA et al., 2018), com fungbdes que podem
variar desde processos de ossificagdo ectopica em algumas regidées da coluna
vertebral a quadros de osteosarcomas (SHU et al., 2021; YAYAMA et al., 2018). Sua
associagdo com alvos envolvidos com a via de sinalizagdo WNT (receptores,
inibidores, moléculas colaboradoras) € um forte indicativo do seu poder regulatério
de proliferacdo celular (YAYAMA et al., 2018). O desbalango da proliferacédo de
células o6sseas e do metabolismo de dsseo €, também, uma das caracteristicas
observadas em pacientes com alguma artralgia ou artrite, além da inflamagao
articular propriamente dita (TATEIWA; YOSHIKAWA; KAITO, 2019).

Evidéncias também trazem os miRNAs encontrados nesse estudo para
quadros de artrite reumatoide (AR). O papel do hsa-miR-5581-3p, apesar de ser
pouco estudado até entéo, ja demonstra participagdo na AR (YANG et al., 2022). O
ITGBZ2 possui alguns eixos de interagdo com mRNA-miRNA-IncRNA, incluindo o
miR-5581-3p. Esses “eixos regulatérios” atuam em vias de sinalizagdo de
quimiocinas, cruciais no desenvolvimento da artrite (YANG et al., 2022). Na
osteoartrite (OA), o miR-382-3p regula parte do estado inflamatério, por importantes
vias de sinalizacdo de TLR4, MyD88 e NF-kB, além de suprimir a expressao de
PGE2, iINOS e NO, podendo diminuir, como efeito, o estresse oxidativo de
condrécitos (LEI et al., 2019).
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Além das analises de bioinformatica do presente estudo, foi relatada na
literatura alta concentracdo e expressdo dos miRNAs hsa-miR-3074-3p,
hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e hsa-miR-382-3p, em tecido sinovial humano
durante a Febre Chikungunya (AGRAWAL et al., 2020). O enriquecimento das vias
metabdlicas afetadas pela desregulagao trouxe um padrdao de vias diretamente
ligadas com a resposta imunoldgica inata, como no caso da sinalizagdo do TNF, do
receptor Toll like e interleucinas 1 e 6 (AGRAWAL et al., 2020).

Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos sobre os genes
AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4 na infeccdo por Chikungunya. Entretanto,
esses genes estdo envolvidos, de diferentes formas, em processos que podem
contribuir para a inflamagdo aguda e crénica na Febre Chikungunya, e com isso,
também poderiam contribuir para a fisiopatologia e sintomatologia da doenca.

O AIFM1 possui local de destaque no eixo NADPH oxidase/NAMPT/PARP,
envolvido no controle de processos inflamatérios na pele (MARTINEZ-MORCILLO et
al., 2021). Outras fun¢des do gene também podem corroborar com o0 processo
inflamatorio de diferentes doencgas, como psoriase e osteoartrite, por diferentes
eixos de sinalizagdo intracelular (MARTINEZ-MORCILLO et al., 2021; LI; CHENG; &
LIU, 2020). A atuagdo ja conhecida nesses processos pode sugerir que o AIFM1
detenha uma funcionalidade ativa em processos auto inflamatoérios e reumaticos,
sendo sugestiva uma investigagao para seu papel na artrite crénica por CHIKV.

Os estimulos para um quadro inflamatério na chikungunya podem persistir
por meses ou anos, dando forma a fase de inflamagéao crénica (SILVA; DERMODY,
2017). Para desenvolvimento e manutenc&do do estado de cronicidade € necessaria
a mobilizacdo de algumas células (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). O macréfago é
a principal célula de ligagcdo e transigdo entre a resposta inata e adaptativa em
processos inflamatérios e antimicrobianos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Os
macrofagos sdo as células imunes que apresentam a maior expressao do CPEB4,
fator importante para a estabilizagdo do mRNA dessas células durante a inflamacgao
(SUNER et al., 2022). Dessa forma, a maior ou menor expresséo de CPEB4, pela
desregulacdo dos miRNAs avaliados neste estudo, pode favorecer um estado
inflamatorio mais atenuado na infecgéo por CHIKV.

A fagocitose € uma das fungdes mais importantes dos macrofagos,
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principal célula ativadora do processo inflamatério. A XKR4, juntamente com
moléculas da familia, possui a capacidade de facilitar a exposi¢ao da fosfatidilserina
em células apoptéticas (SUZUKI; IMANISHI; & NAGATA, 2014), demonstrando sua
possivel importancia na eficiéncia de resposta imune na febre chikungunya.

Alguns mecanismos epigenéticos, podem deixar o individuo mais
suscetivel a uma progressdo mais rapida ou um agravamento do quadro de uma
doenca reumatica. Estudos anteriores apontaram que a metilagdo em locais de CpG
do DIO2 podem levar ao seu silenciamento, a regulacado positiva da expressao de
enzimas de degradagao da cartilagem e mineralizagdo de matriz em quadros de OA,
também a alteracdo de expressdo de genes de outras selenoproteinas desses
pacientes (BONER et al., 2015; ZHANG et al., 2021). Foi observado que durante a
supressao do DIO2 em condrdcitos, a expressdo e circulacdo de mediadores
pré-inflamatérios estda aumentada (CHENG; BOLOGNESI; KRAUS, 2012),
contribuindo para a manutencao do status inflamatoério. Desta forma, a regulagéo da
DIO2 pelos miRNAs mais expressos na febre chikungunya pode exercer um efeito
nos processo inflamatério da doenga aguda ou crénica.

Ndo foram encontradas referéncias do gene MEI4 que estivesse
relacionado diretamente com os achados de sintomatologia e patogénese da
infeccdo por CHIKV. No entanto, ha evidéncias de alteragbes na oogénese
decorrente da osteoartrite em modelo animal (KOLAROV et al., 2021). Dessa forma,
alteragbes no gene MEI4 podem contribuir com a patogénese e no quadro de outras
formas de artrite, além da OA, como no caso da artrite crénica por chikungunya.

De acordo com os resultados encontrados sobre a andlise de
enriquecimento funcional e ontologia génica, as interagbes das 5 proteinas
analisadas estdo relacionadas a mecanismos celulares de estresse oxidativo,
metabolismo hepatico e de hormbnios derivados de aminas, apoptose e resposta
imunoldgica. A desregulacdo em cadeia desses processos, a partir da desregulagao
das proteinas estudadas, poderia contribuir negativamente com o quadro infeccioso
viral e com a evolugao para doenga reumatica.

Conhecido como estresse oxidativo, o disturbio entre a producido de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e fatores antioxidantes € apontado como

possibilitador de agravamentos no quadro clinico de inumeras doencas
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(BETTERIDGE, 2000; CHEN; ZHONG, 2014; KATTOOR et al., 2017). A todo
instante, processos bioquimicos ocorrem nos organismos e com eles, s&o liberadas
moléculas de hidroxilas (OH), oxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQO’), anion
superoxido (Oz’) e metais de transigdo como ferro e cobre (BETTERIDGE, 2000).
Essas e outras ROS sao liberadas causando dano as células (JONES, 2018).

Em situacdo homeostatica, os radicais livres também sao produzidos por
células do sistema imunoldgico, neutrofilos e macrofagos, como um dos mecanismos
de detengdo de um agente infeccioso e de outras substancias agressoras do
processo inflamatério (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Um dos componentes do
sistema REDOX, a superdxido dismutase 2 estd regulada negativamente em
condrocitos de OA, levando a danos oxidativos, disfungcdes mitocondriais e
adaptacdo da cadeia transportadora de elétrons frente ao aumento das ROS.
Adicionalmente, o aumento de ROS levam a ativagao do inflamassoma pelo NLRP3,
formando mais um mecanismo de manutengao da inflamagéo (GAVRIILIDIS et al,
2013; CHEN et al, 2019).

A inflamagao aguda € um processo natural de combate a lesdes de infarto,
infeccbes bacterianas, virais, toxinas e traumas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
Como em todos os processos de transdug¢ao de sinal, os receptores sédo o inicio de
uma via de sinalizagdo, como os receptores de reconhecimento de padrées (PRRs),
sendo eles receptor do tipo Toll (TLR), receptor de lectina do tipo C (CLR), receptor
do tipo NOD (NLR) e receptor do tipo RIG (RLR) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Apos
cessar o estimulo nocivo, a inflamacao dara continuidade para o processo de
cicatrizagdo da regidao lesionada (AHMED, 2011; WARD, 2003). Caso nao haja
cicatrizacao, a inflamacado aguda evolui para inflamagao crbnica. A cronicidade é
vista como um problema pelo recrutamento constante de células do sistema imune,
que continuam liberando mediadores quimicos, perpetuando o estado de inflamacéao
e podendo lesar outros locais saudaveis do organismo (LEE; WALSER; DUBINETT,
2009).

O CHIKV induz o estresse do reticulo endoplasmatico, assim como a
producdo de ROS, sendo este ultimo o principal indutor do processo de autofagia
durante a infecgdo. De forma simultédnea, o virus consegue inibir a via de sinalizagao

MmTOR e ativar a MAPK, acbes mediadas pela ROS, e tendo como colaborador a
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diminuicdo de enzimas REDOX, igual a catalase (DHANWANI et al., 2011,
JOUBERT et al., 2012). A presenga continua desses radicais livres na infecgao,
perpetua a ativacédo de cascatas oxidativas e danos celulares que corroboraram com
a clinica de pacientes com poliartralgia crénica, ja que a producdo exacerbada
dentro de condrocitos e osteoblastos induzem a osteoclastogénese e danificam as
articulagdes (BANERJEE; & MUKHOPADHYAY, 2018). Ademais, as citocinas pro
inflamatorias IL-6, IFN-y, CXCL9 correlacionam-se positivamente com as ROS,
enquanto a IL-10, uma anti inflamatéria, correlaciona-se negativamente
(BANERJEE; & MUKHOPADHYAY, 2018).

O envolvimento das proteinas analisadas com o metabolismo de horménios
derivados de aminas na Chikungunya poderia ser demonstrado pela hipotese de
participacdo deles nos processos inflamatérios. A tri-iodotironina (T3) e
tetraiodotironina (T4) sao derivados de tirosina e nativos da tireoide. Em relagcéo ao
papel deles em doencas autoinflamatérias, ainda ha controvérsias. Em
Andonopoulos et al. (1996), ndo foram encontradas correlagdes entre os niveis de
T3 e T4 e o curso clinico de pacientes com AR. Em contrapartida, o T3 pode agir
diretamente em processos de estresse oxidativo, regulando-o positivamente, o que
por conseguinte, agrava o quadro inflamatério (VENDITTI et al., 1997).

Uma das 5 proteinas encontradas no presente estudo foi a DIO2. Tanto ela
como a DIO3 sao selenoproteinas constantemente correlacionadas com a
patogénese da OA (LU; HOLMGREN, 2009; RASMUSSEN et al., 2011). Por outro
lado, a deficiéncia de selenoproteinas leva a ativagao dos fatores de transcricao
NF-kB e HIF-1a, elevando a liberagdo das citocinas pro inflamatérias IL-6, IL-1[3,
IL-8, IL-17, TNF-a, aumenta a expressao de outros fatores inflamatérios como a
COX2 e iNOS, além da inducdo de apoptose por vias mitocondriais e regulagao
positiva dos genes apoptéticos CASP3 e CASP8. Simultaneamente, ocorre a
diminuicao de expressao de citocinas anti-inflamatorias e genes anti-apoptéticos (LI
et al., 2021). Essa classe de enzimas abrangem diversas func¢des, desde
componentes do sistema REDOX (glutationa peroxidase 1, 2, 3 e 4), sintese,
ativacao e resposta sistematica a horménios tireoidianos (iodotironina desionidases),
como atividade antioxidante e redugao de Tiorredoxina (tiorredoxina redutases)
(REEVES; HOFFMANN, 2009; FLORIAN et al., 2010; SCHMUTZLER et al., 2007;



61

PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2010; TINGGI, 2008; LU; HOLMGREN, 2009).

A deplecdo dos niveis de selénio pode causar uma déficit da resposta
imunoldgica e elevar a suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas inflamatorias
crbnicas intestinais e a canceres associados a inflamacdo, além de que a
suplementacao dietética dele apresenta fungdo imunoestimulante com proliferagao
de células do sistema imune inato e adaptativo, incluindo linfocitos T e NK
(BARRETT et al., 2015; HAMID et al., 2018; HUANG; ROSE; HOFFMANN, 2018).
Além disso, a auséncia do mineral selénio poderia desencadear uma reagao em
cadeia, no qual as selenoproteinas ndo poderao completar sua composi¢ao quimica
e deixardo de atuar em mecanismos bioquimicos. Além disso, por estarem
presentes em diversos e distintos locais, uma gama de processos poderiam ser
afetados, sendo um deles o sistema REDOX. O aumento dos radicais livres, eleva
as lesdes celulares, além de desencadear a ativagcado de vias intracelulares pro
inflamatdrias, retro alimentando o estado da inflamacgdo. Dessa forma, a auséncia
das enzimas sintetizantes dos hormdnios tireoidianos, poderia afetar a regulagéo
enddcrina mediada por T3 e T4.

No caso de um paciente possuir alteragdes epigenéticas conjuntas nos
hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e hsa-miR-382-3p, a
expressao dos genes AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4 poderao ser afetadas,
impactando no estresse oxidativo e na inflamacdo. O network formado pelos 5
respectivos produtos desses genes, e as analises de enriquecimento e ontologia,
demonstram as atividades moleculares e fisiologicas diretamente afetadas. Essa
imensa reagdo em cadeia somada a patogénese do CHIKV, pode ser uma das
causas das artralgias intensas com possibilidades de evoluir para a artrite crénica
por Chikungunya.

Os achados deste trabalho necessitam de validagao experimental para
validar os altos scores de interacdo encontrados. Além disso, os bancos de dados
do estudo ndo apresentaram informagdes especificas sobre a Febre Chikungunya,
confirmando, mais uma vez, o estado de negligéncia desta arbovirose endémica das

Américas e Asia.
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7 CONCLUSAO

Com base na utilizacdo da biologia de sistemas para determinar o papel
dos miRNAs, seus genes-alvos, e vias metabdlicas que atuam integradamente no
desenvolvimento das fases aguda e crénica da Febre Chikungunya, concluimos que
alteracbes nos miRNAs hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e
hsa-miR-382-3p poderiam levar a modificacdo de expressdo genes-alvos AIFM1,
CPEB4, DIO2, XKR4 e MEIA.

As interacdes observadas em redes e analises de enriquecimento funcional
e ontologia, trouxeram a demonstragdo da presenca desses produtos do AIFM1 e
DIOZ2 interagindo e participando da regulagao e resposta ao estresse oxidativo e
metabolismo do selénio, fortes interferentes do processo inflamatério desenvolvido
na Febre Chikungunya. Essas alteragcdes epigenéticas do hospedeiro podem
interferir diretamente no curso da Febre Chikungunya, sendo um potencial
responsavel pelo avanco para a fase crénica.

Esperamos que tais processos e alvos possam ser estudados de forma
mais aprofundada, tal como sua aptiddo para ser um novo alvo farmacoldgico
voltado as doengas auto inflamatorias articulares, sobretudo, para a artralgia e artrite

cronica por Chikungunya.
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