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RESUMO

A febre chikungunya é uma arbovirose endêmica no Brasil, conhecida pela forte
artralgia que vem acompanhada de sintomas como febre alta, dor retro-orbital,
cefaléia e erupção cutânea. A artralgia pode persistir da fase aguda à fase crônica
da doença, não havendo tratamento específico em nenhuma das fases. Por ter uma
fisiopatologia pouco esclarecida, a descoberta de biomarcadores para a doença
tornou-se um grande desafio. Paralelamente, estudos trazem miRNAs como
potenciais biomarcadores para doenças multifatoriais, genéticas e infecciosas.
Esses pequenos fragmentos de RNAs, possuem uma excelente capacidade de
regulação da expressão gênica, o que de acordo com os princípios da epigenética,
explicaria alguns casos evoluírem para a cronicidade e outros não. Desta forma, o
presente estudo buscou aplicar a biologia de sistemas para determinar o papel dos
miRNAs, genes-alvos, e vias metabólicas que atuam integradamente no
desenvolvimento das fases aguda e crônica 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
seleção dos genes-alvos dos miRNAs. As bases GeneMANIA e STRING foram
utilizadas para criação das redes de interação, enquanto Metascape e Reactome
foram utilizadas para análise de enriquecimento funcional e ontologia gênica. 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. Não foram encontradas
interações diretas entre os genes, ou mesmo entre suas proteínas. Contudo, as
análises de enriquecimento funcional e ontologia gênica apontaram envolvimento
desses genes e proteínas com vias de estresse oxidativo, metabolismo do selênio e
metabolismo de hormônios peptídeos. O estresse oxidativo pode desencadear ou
agravar uma resposta inflamatória, podendo influenciar no quadro infeccioso da
febre chikungunya. Além disso, as selenoproteínas também estão envolvidas com o
estresse oxidativo, processos inflamatórios articulares e metabolismo do hormônio
T3. Um desbalanço nesses processos, somada a patogênese do CHIKV, pode ser
um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de artralgias intensas em
uma determinada porcentagem de pacientes ou pela evolução para a artrite crônica
por chikungunya.

Palavras-chave: Arboviroses. Biologia computacional. Epigenética. miRNA. Rede
de interação proteína-proteína.
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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 INTRODUÇÃO

As arboviroses, infecções causadas por arbovírus, são endêmicas 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 três infecções pelo

vírus da dengue (DENV), Zika vírus (ZIKV) e chikungunya vírus (CHIKV), porém, a

epidemiologia das doenças continua apontando um alto número de casos todos os

anos. Só no ano de 2021 no Brasil, até a 47º semana epidemiológica, foram

notificados 502.983 casos prováveis de dengue, 93.043 casos prováveis de

chikungunya e 6.020 de casos prováveis de Zika. A região nordeste foi recordista em

casos de febre chikungunya (BRASIL, 2021).

A febre chikungunya é uma doença causada pelo CHIKV e possui

principalmente três fases (aguda, pós aguda e crônica). Na fase aguda há a

sintomatologia geral de viroses combinada com um quadro característico de mialgia

e poliartralgia, que pode persistir por mais algumas semanas, levando o paciente à

fase pós aguda, e posteriormente, uma possível evolução da artralgia acompanhada

ou não de edema articular (artrite) na fase crônica (VAIRO et al. 2019; SILVA;

DERMODY, 2017). O sintoma de artralgia é característico da chikungunya, podendo

causar dificuldade de retorno às atividades cotidianas, apresentando duração média

de três meses (VAIRO et al. 2019; SILVA; DERMODY, 2017). Visto que ainda não

existe uma farmacoterapia específica para a doença, o tratamento é feito à base de

analgésicos, anti-inflamatórios não-esteroides (AINES), glicocorticoides e terapia

medicamentosa anti-reumática modificadora da doença (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 deficiência de estudos sobre a fisiopatologia e de tratamento

adequado direcionado, a descoberta de biomarcadores para a doença tornou-se um

grande desafio. A epigenética é uma vertente para além da genética, responsável

por estudar as modificações fenotípicas que acontecem de forma não relacionadas

às alterações genômicas (FELSENFELD, 2014; GAYON, 2016). Uma das
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possibilidades de investigação, é acerca da regulação gênica pós transcricional,

realizada por miRNAs, que são 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

têm sido amplamente estudados nas áreas da oncologia, neurologia, reumatologia,

virologia, entre outras, provando ser uma abordagem promissora (MOHR; MOTT,

2015).

Nos últimos anos, a bioinformática vem sendo uma ferramenta

constantemente utilizada nas pesquisas das ciências biológicas e da saúde, sendo

uma área que visa desenvolver e aplicar ferramentas da informática, permitindo

trabalhar com dados já existentes ou gerar dados próprios (POLONI et al., 2014). A

biologia de sistemas (BS), consegue através da bioinformática realizar o papel de

estudar sistematicamente e de forma integrada dados biológicos, relacionando

esses pontos por meio de networks ou redes de interação (POLONI et al., 2014).

Essas redes de interação 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 compreensão da interação de moléculas e

vias de sinalização (RODRIGUEZ et al., 2019; SHUZHAO et al., 2014). Dessa forma,

a BS pode ser uma ferramenta para uma melhor compreensão da fisiopatologia de

doenças negligenciadas como a febre chikungunya.

Com base nisso, o presente trabalho buscou elucidar os aspectos

fisiopatológicos a nível molecular da febre chikungunya, através de ferramentas de

bioinformática para a BS, visando a compreensão da fisiopatologia desta doença e

descoberta de potenciais biomarcadores para novos alvos terapêuticos específicos

para febre chikungunya.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Arboviroses

As arboviroses são doenças causadas por vírus, onde a transmissão é feita

através de artrópodes hematófagos durante o processo de repasto sanguíneo

(LOPES; NOZAWA; & LINHARES, 2014). Esses arbovírus, como também são

chamados, têm parte do seu ciclo de vida em invertebrados, utilizando-os também

como vetores de modo a alcançar seu hospedeiro amplificador (RUST, 2012;

CLETON et al., 2012; GUBLER, 2006). Os arbovírus podem causar infecções em

animais de sangue quente, incluindo os humanos (RUST, 2012).

A presença dos arbovírus está estritamente ligada a condições ambientais

e socioeconômicas da região (RUST, 2012). Fatores como clima, desmatamento,

migração populacional, expansão desordenada de áreas urbanas, precariedade de

moradia e saneamento básico estão entre os mais cruciais para o favorecimento das

endemias de arboviroses, tanto no Brasil como em outros locais do mundo (RUST,

2012). As principais famílias de arbovírus circulantes no Brasil são Flaviviridae,

Togaviridae, Bunyaviridae e Reoviridae (CLETON et al., 2012; GUBLER, 2006).

No ano de maior importância epidemiológica para arboviroses, em 2015, o

Brasil presenciou uma tríplice epidemia, com aumentos exorbitantes de casos de

dengue, Zika vírus e febre chikungunya (SKALINSKI et al., 2022). A co-circulação

desses vírus nas mesmas regiões é uma realidade em boa parte do sudeste asiático

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

2.1.1 Febre Chikungunya

A febre chikungunya é a manifestação clínica da infecção pelo CHIKV, vírus

o qual pertence ao gênero Alphavirus e família Togaviridae. Este gênero possui um

histórico de endemias em regiões de clima tropical e subtropical da África

subsaariana, Sudeste Asiático 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 após perceberem que as pessoas
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com a doença andavam com dificuldade e curvadas. Segundo o dialeto Kimakonde,

chikungunya significa “aquele que se curva” (ROBINSON, 1955). O primeiro relato

da doença, quando foi batizada com o nome de febre Ccikungunya, ocorreu em

1952 na Tanzânia (LUMSDEN, 1955). A transmissão se deve, principalmente, por

intermédio de mosquitos do gênero Aedes, com predomínio do Aedes aegypit e do

Aedes albopictus nas zonas urbanas (WEAVER, 2006).

O CHIKV, apresenta sua organização genômica de RNA fita simples de

sentido positivo, duas open reading frames (ORFs) para tradução de quatro

proteínas não estruturais (nsp1, 2, 3 e 4) e cinco proteínas estruturais (capsídeo, E1,

E2, 6K e E3) (KHAN et al., 2002; SOLIGNAT et al., 2009; VAN DUIJL-RICHTER et

al., 2015). A replicação viral do CHIKV ocorre em 11 etapas (Figura 1): a proteína

estrutural E2 se liga à superfície celular através de um receptor (i) e então o CHIKV

entra na célula através de endocitose mediada por clatrina (ii) e a acidificação dos

endossomos leva à inserção do peptídeo de fusão em E1 na membrana

endossomal. Após essa etapa, a fusão do envelope viral e da membrana

endossomal libera o nucleocapsídeo no citosol (iii) e ocorre a desmontagem do

nucleocapsídeo, com a liberação de RNA genômico de sentido positivo e a tradução

de proteína não estrutural (nsP) (iv). Com isso, quatro nsPs, juntamente com RNA

genômico e proteínas hospedeiras, montam-se na membrana plasmática e a

modificam para formar compartimentos de replicação viral (esférulas) contendo vírus

de RNA de dupla fita (dsRNA) (v). A internalização da esfera (vi) permite a formação

de grandes vacúolos citopáticos (CPV-1). Assim, a tradução do RNA subgenômico

produz a poliproteína estrutural e a autoproteólise do capsídeo libera o capsídeo

livre no citoplasma (vii). Após essa etapa, ocorre a translocação de poliproteínas

E3-E2-6K-E1/E2-E2-TK no retículo endoplasmático. A interação do capsídeo e do

RNA genômico leva à formação de nucleocapsídeos icosaédricos (viii) que (ix) se

montam com E2/E1 na MP, resultando em brotamento de virions de progênie

madura (ix). Mais tarde na infecção, formam-se CPV-IIs, contendo redes hexagonais

de E2/E1 e cravejadas de nucleocapsídeos (x). Os CPV-IIs provavelmente servem

como veículos de transporte e locais de montagem para proteínas estruturais,

permitindo a formação de vírions maduros e sua saída (xi) (SILVA; DERMODY,

2017).
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Figura 1 - Mecanismo de infecção do CHIKV na célula.

Fonte: adaptado de SILVA; DERMODY, 2017.

Ao contrário de outros arbovírus, boa parte das pessoas infectadas pelo

CHIKV acabam desenvolvendo sua forma sintomática após um período de

incubação entre 4 à 7 dias (LUM; NG, 2015). A infecção é dividida em três fases:

aguda, pós-aguda e crônica. Na fase aguda o paciente pode manifestar febre alta,

astenia, mialgia, poliartralgia, dor retro-orbital, cefaleia, erupção cutânea e

fotossensibilidade, durando, em média, uma semana (GÉRARDIN et al., 2011;

MANIMUNDA et al., 2010; MEJÍA; LÓPEZ-VÉLEZ, 2018). A fase pós aguda é

caracterizada pelo prolongamento de alguns dos sintomas da fase aguda, com

ênfase na poliartralgia (GÉRARDIN et al., 2011; MANIMUNDA et al., 2010; MEJÍA;

LÓPEZ-VÉLEZ, 2018). Passados 3 meses da infecção, já na fase crônica, os
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sintomas que mais comumente persistem, são poliartralgia (com ou sem edema

articular), fadiga e neurite (GÉRARDIN et al., 2011; MANIMUNDA et al., 2010;

MEJÍA; LÓPEZ-VÉLEZ, 2018). Além da artralgia por inflamação articular (artrite),

pacientes também podem apresentar casos de dores neuropáticas (SÁNCHEZ;

CAÑÓN; LOMBO, 2019).

Além das manifestações clínicas mais recorrentes, os pacientes ainda

podem apresentar manifestações clínicas atípicas no sistema nervoso

(meningoencefalite, encefalopatia, convulsões e síndrome de Guillain-Barré),

cardiovascular (miocardite, insuficiência cardíaca, arritmias e cardiomiopatia), renal

(nefrite e insuficiência renal aguda) e ocular (uveíte, neurite óptica e retinite) (SILVA;

DERMODY, 2017).

2.1.1.1 Inflamação

Um processo inflamatório ocorre com objetivo de eliminar a causa da lesão

celular e promover o reparo da região. As moléculas, fluidos e células de defesa do

organismo circulantes nos vasos sanguíneos são deslocados até o local para dar

início ao processo de inflamação (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

A inflamação aguda é a primeira etapa do processo, consistindo numa

resposta de curta duração que culmina numa regeneração ou cicatrização da região.

Infecções por bactérias, fungos, vírus ou parasitas, traumas, necrose tecidual,

reações de hipersensibilidade e corpos estranhos são estímulos para inflamação. As

principais modificações no organismo durante o processo agudo são alterações

cardiovasculares, formação de edema e infiltrados de neutrófilos, além da mediação

por citocinas e quimiocinas, como as interleucinas 6 e 1 (IL-6 e IL-1), fator de

necrose tumoral (TNF), e proteínas do sistema complemento (KUMAR; ABBAS;

ASTER, 2013).

Já a inflamação crônica, é uma resposta de longa duração que prossegue,

de modo geral, devido à persistência da agressão celular e tecidual. As modificações

recorrentes nesse processo crônico são: a infiltração de mononucleares (macrófagos

e linfócitos), a destruição do tecido onde está a lesão e, possivelmente, o reparo.

Ainda ocorre mediação 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 Patogênese da Febre Chikungunya

A febre chikungunya é um processo infeccioso com uma alta carga sérica

do vírus, principalmente na fase aguda (SILVA; DERMODY, 2017). O tropismo

celular em humanos gira em torno de fibroblastos dérmicos, cápsula articular, células

musculares, epiteliais e endoteliais, e macrófagos (SOURISSEAU et al., 2007;

COUDERC et al., 2008; OZDEN et al., 2007). O processo inflamatório ocorre

simultaneamente ao aumento de mediadores imunológicos, e à infiltração de células

imunes nas articulações e tecidos (CHIRATHAWORN et al., 2013; KELVIN et al.,

2011).

Na artralgia característica da Febre Chikungunya podem ser encontrados

RNA e proteínas virais em tecido sinovial (fluido e fibroblasto) e macrófagos. Os

macrófagos são as células mais propícias para a replicação viral, sugere-se que seja

a célula mais abundante na infiltração sinovial, possibilitando que este mecanismo

favoreça a patogênese de cronicidade da doença (WOODRUFF; BOWEN; PLATT,

1978; REZZA et al., 2014; POWERS et al., 2000; OZDEN et al., 2007; WAUQUIER

et al., 2010). Outrossim, alta replicação em osteoblastos e danos ósseos são outras

consequências da patogênese da infecção por CHIKV (ZHANG et al., 2018; GOUPIL

et al., 2016; YOON et al., 2015).

As diferenças na patologia aguda e crônica da infecção por CHIKV podem

ser vistas na Figura 2. A infecção aguda pelo CHIKV começa com a transmissão do

vírus através da picada de um mosquito infectado na pele, e a replicação do CHIKV

ocorre em células suscetíveis, incluindo fibroblastos e macrófagos. A replicação viral

e as respostas imunes do hospedeiro podem favorecer a ocorrência da mialgia e

poliartralgia, especialmente nas articulações distais durante a fase aguda. Além

disso, a infecção aguda provoca uma resposta inflamatória nos tecidos infectados

com uma extensa infiltração principalmente de macrófagos e monócitos, mas

também de neutrófilos, células NK e linfócitos nos tecidos-alvo e pela liberação de

várias quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias. A doença crônica por CHIKV pode

persistir por meses ou anos após a infecção aguda, mas geralmente é limitada a
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articulações mais distais. Há hipóteses de que a doença crônica é provavelmente

mediada por vírus persistente e inflamação. Dentro da articulação cronicamente

infectada, no líquido sinovial, também há a presença contínua de um subconjunto de

células infiltrantes (principalmente macrófagos, monócitos e linfócitos) além de

mediadores pró-inflamatórios específicos (IL-6, IL-8 e CCL2/MCP-1). A patologia

articular crônica assemelha-se à artrite reumatóide, com hiperplasia e angiogênese

significativas (SILVA; DERMODY, 2017).

Figura 2 - Modelo de patogênese aguda e crônica do CHIKV.

Fonte:  adaptado de SILVA; DERMODY, 2017

O vírus se dissemina através dos vasos linfáticos e da corrente sanguínea para locais típicos

(quadrados sólidos) e atípicos (quadrados hachurados) de replicação primária (indicados em azul).

Possíveis locais de persistência do CHIKV incluem células endoteliais no fígado e outros órgãos,

células mononucleares no baço, macrófagos no líquido sinovial e tecidos circundantes e células

satélites no músculo (indicadas em roxo).
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A resposta imune adaptativa também possui relevância na fisiopatologia.

Linfócitos T CD4+ apresentam acentuada circulação durante a fase aguda, enquanto

os linfócitos CD8+ são mais presentes na fase crônica (HOARAU et al., 2010;

LABADIE et al., 2010). Apesar da intrigante disparidade de perfil, estudos apontam

que apenas o CD4+ pode contribuir como mediador inflamatório (TEO et al., 2012).

Em ambas as fases da doença, aguda e crônica, a circulação de citocinas

e quimiocinas é constante. As principais envolvidas nesse processo são,

principalmente, as citocinas pró-inflamatórias IFN-α, IFN-γ e IL-6, as citocinas

anti-inflamatórias 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 patogênese da infecção por CHIKV

permanecem desconhecidos, constatando que a literatura necessita de mais

estudos acerca do tema.

Até o presente momento, não existe farmacoterapia específica para febre

chikungunya. Os medicamentos utilizados durante o tratamento visam a atuação na

sintomatologia, diminuindo as manifestações clínicas como febre e dor, e impedindo

algumas complicações específicas de alguns casos, como mau funcionamento de

órgãos (VAIRO et al. 2019). Na fase aguda da infecção, os AINES são a primeira

escolha para o tratamento, sendo recomendado o uso em até 14 dias do início do

quadro clínico. Analgésicos também compõem o tratamento dessa primeira fase da

doença, podendo ser receitados opióides fracos também na fase pós aguda (SIMON

et al., 2015). Nos casos de sintomas prolongados nas articulações, como em

tenossinovite, bursite e capsulite, podem ser prescritos anti-inflamatórios tópicos e

infiltrativos (VAIRO et al. 2019). Para os pacientes que desenvolvem artrite crônica

por CHIKV, a estratégia terapêutica é baseada em glicocorticoides, e em alguns

casos, DMARDs, como é o caso do Metotrexato, Sulfasalazina e Hidroxocloroquina

(JAVELLE et al., 2015; AMARAL; BINGHAM; SCHOEN, 2020). Todos esses

tratamentos são paliativos, sendo apenas o Ribavirin, um antiviral, que após estudos

in vitro e in vivo, teve eficácia comprovada na inibição da replicação viral em células

Vero, e em camundongos reduziu a carga viral e inflamação 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 informação genética é

transmitida do DNA para o RNA (podendo haver o sentido inverso) e do RNA para a

proteína. O processo transcricional (DNA → RNA), é uma vertente do tradicional

dogma central da biologia molecular, que diz respeito ao fluxo de informação

“decodificada” dos genes. Os nucleotídeos do DNA podem ser replicados (DNA →

DNA) e posteriormente transcritos em RNA. O RNA pode ser traduzido (RNA →

Proteína) para aminoácidos e, respectivamente, proteínas. Durante todos esses

processos do dogma central da biologia molecular existem formas de regulação

(SCHAEFFER; THOMPSON, 2015).

O material genético contém informações necessárias para a manutenção

de todo funcionamento de um organismo vivo. O primeiro passo para que essas

informações sejam transmitidas para células do mesmo organismo, ou para a prole,

é o processo de replicação do DNA (Figura 3). A replicação possui caráter

semi-conservativo e só acontece quando as pontes de hidrogênio, que unem as

duas fitas de DNA, são quebradas. De modo geral, após a síntese do primer pela

RNA polimerase (RNAp), a DNA polimerase se ligará a ele na fita do sentido 5’ e

dará início ao processo de replicação (SNUSTAD; SIMMONS, 2013).
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Figura 3 - Dogma Central da Biologia Molecular

Fonte: adaptado de ALBERTS et al., 2011.

Para as informações contidas no DNA chegarem a maquinaria

citoplasmática, os nucleotídeos são transcritos para mRNA, uma molécula capaz de

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

processo tem início quando fatores de transcrição são realocados para pontos

específicos do DNA, quebrando as pontes de hidrogênio da região e,

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

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

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

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

primário é denominado pré-mRNA, sendo posteriormente direcionado para os

ribossomos (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). O processamento de mRNA eucariótico
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(por exemplo, splicing alternativo, capping 5' e formação de cauda poli(A) 3') governa

a estabilidade do mRNA e determina seu destino traducional (SNUSTAD;

SIMMONS, 2013). Modificações pós-traducionais das proteínas adicionam mais uma

camada na modulação dinâmica de processos biológicos complexos (PRAMANIK et

al., 2021).

Por fim, o mRNA chega aos ribossomos e cada códon é substituído por um

aminoácido seguindo a mesma direção, 5’-3’, dando origem a uma unidade

funcional: a proteína. Os RNAt, em uma extremidade, trarão sequências chamadas

de anticódons que se ligarão ao mRNA. No ribossomo, cada códon será exposto e

lido separadamente, até chegar no stop códon. A iniciação (AUG) e terminação

(UAA, UAG ou UGA) da tradução são determinadas por códons específicos. Além

disso, ainda há o enovelamento em formato 3D da proteína, permitindo que após a

parada, ela siga para seu local de funcionamento celular (SNUSTAD; SIMMONS,

2013).

2.2.1 Modificações Epigenéticas

As modificações epigenéticas são modificações de fenótipos que

acontecem independentes às alterações genômicas, a partir de diferentes

regulações que impactam na expressão dos genes (FELSENFELD, 2014; GAYON,

2016). Modificações químicas nos níveis de DNA (por exemplo, 5-metilcitosina [Me]

e modificações de histonas) e RNA (por exemplo, a N6-metiladenosina [m6A]) são

fatores cruciais no desenvolvimento da memória epigenética (PRAMANIK et al.,

2021). As principais alterações epigenéticas são: acetilação e fosforilação de

histonas, metilação do DNA, remodelação de cromatina, e miRNAs (GAYON, 2016).

A metilação do DNA consiste na formação de uma 5-metil-citosina, pela

transferência de um metil para o carbono 5, reação catalisada pelas DNA

metiltransferases (DNMTs). É proposto um padrão de metilação nas fitas do DNA no

processo de replicação, tendo as DNMTs que catalisam a adição do grupo metil, as

que removem o grupo metil e fazem a desmetilação, e por fim, as que reconhecem e

região do DNA metilada e ligam-se para regular a expressão gênica. Esse processo

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

As histonas são proteínas carregadas positivamente e que interagem com

o DNA, proporcionando seu enovelamento, e consequentemente, as regiões que

ficarão disponíveis, ou não, para transcrição. A acetilação das histonas ocorre em

seus resíduos de lisina, afastando-as da molécula de DNA devido a carga neutra

que será configurada a elas. As lisinas acetiltransferases (HATs) e lisinas

desacetilases (HDACs) são as classes enzimáticas que orquestram essa regulação

da expressão gênica. Essas acetilações reduzem a afinidade do DNA com a histona,

por conseguinte, afrouxa o nucleossomo, espécie de complexo de DNA mais as

histonas, recruta outros componentes responsáveis pela transcrição e causa o

remodelamento da cromatina (LEE et al., 1993; LAWRENCE; DAUJAT;

SCHNEIDER, 2016).

Além da acetilação, a regulação da expressão gênica através das histonas

também pode acontecer pela fosforilação e desfosforilação delas. Os resíduos de

serina e treoninas passam por esses dois processos, sendo usados para a

“abertura” desses espaços específicos. A fosforilação das histonas serve como um

insight para essa abertura e transcrição do DNA (PETERSON; LANIEL, 2004)

(Figura 4).
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Figura 4 - Modificações epigenéticas.

Fonte: KLEIN; BENARROCH, 2014.

2.2.2 miRNAs

Entre as modificações epigenéticas, pode-se destacar os miRNAs, que

possuem como função principal a regulação da expressão gênica. Humanos

produzem diferentes miRNAs, que parecem regular ao menos um terço de todos os

genes que codificam proteínas. Os miRNAs são pequenos fragmentos de RNA que
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contribuem para a degradação da fita de mRNA, caso se ligue a ela pelo complexo

mi-RISC. A regulação da expressão gênica se dá pelo pareamento de bases com

mRNAs específicos, além de sua estabilidade e tradução (BUSHATI; COHEN, 2007).

Sua biogênese tem início na expressão e transcrição dos genes mir. O

processo de formação do transcrito começa pela atuação das enzimas RNA

polimerases II e III, formando um miRNA primário (pri-miRNA), que será clivado pela

enzima Drosha e exportado para o citoplasma como o precursor pré-miRNA. Esse

precursor sofrerá outra clivagem, dessa vez pela enzima Dicer, originando um

miRNA maduro. A partir dele, terá duas fitas: a guia e a passageira. A primeira, será

encaminhada para o processo de formação do complexo de mi-RISC, formando por

fim, o miRNA maduro e apto à clivar e silenciar um mRNA. Já a segunda, é

degradada no citoplasma e encaminhada para reciclagem (WAHID et al., 2010).

Essas fitas também podem receber a nomenclatura de braços 3p ou 5p e, a

depender do miRNA, uma delas pode compôr o complexo mi-RISC por apresentar

um acúmulo majoritário na célula ou, pode haver produção em quantidade

semelhantes de ambos os braços do transcrito (GRIFFITHS-JONES et al., 2011;

HUTVAGNER, 2005).

A degradação do mRNA culmina na não-tradução de uma proteína,

causando uma ausência em determinados processos e vias moleculares, gerando

um desbalanço nos eventos biológicos. O processo de biogênese dos miRNAs pode

ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5 - Biogênese de miRNAs.

Fonte: BUSHATI; COHEN, 2007.

Um gene de miRNA é transcrito, geralmente pela RNA polimerase II (Pol II), gerando o miRNA

primário (pri-miRNA). No núcleo, a endonuclease RNase III Drosha e a proteína DGCR8/Pasha do

domínio de ligação ao RNA de fita dupla (dsRBD) cliva o pri-miRNA e produzem uma saliência 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 III endonuclease, Dicer, juntamente com a proteína

dsRBD TRBP/Loquacious, liberando a saliência 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 há interação 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 organização de fenômenos por

meio de princípios comuns dos elementos específicos envolvidos nesses fenômenos

(ZOU; LAUBICHLER, 2018; IDEKER; GALITSKI; HOOD, 2001). A ascensão da era

das “ômicas” contribuiu diretamente para o crescimento da BS e com estonteantes

números de dados sendo produzidos, houveram novas possibilidades para estes

estudos sistemáticos e de integração de dados biológicos (POLONI et al., 2014).

Para o processo de integração, a BS utiliza de artifícios como a montagem

de redes de interação (POLONI et al., 2014). Essas redes, ou networks, são

formadas por nós (vértices) e conectores (arestas), e, elas são construídas com

base na primária teoria de grafos. Com base na teoria, as redes podem conter

conectores unidirecionais (rede direcionada) ou conectores não direcionais (rede

não direcionada), como é demonstrado na Figura 6. A conformação de uma rede

pode se expandir por diversos tipos, tendo sua aplicabilidade dependente da análise

a ser desenvolvida (POLONI et al., 2014). Esses princípios matemáticos são uma

espécie de “fôrma”, onde colocam os dados biológicos provenientes de técnicas

experimentais, a fim de torná-los uma conformação de rede (KITANO, 2002a;

KITANO, 2002b).
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Figura 6 - Modelo de rede de interação.

Fonte: os autores, 2022.
Rede de interação não 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 interação, algumas características de topologia

auxiliam no entendimento da representação gráfica e estatística do network. A

modularidade, ou clusterização, é uma propriedade referente ao padrão de

conectividade entre itens e funções distintas, que ocorrem de forma orgânica no

meio biológico, onde será analisada a clusterização de um nó com os seus vizinhos.

A ontologia gênica consiste na propriedade totalmente voltada para o produto e

função que um determinado gene exerce em diferentes tipos de hierarquia: a nível

celular, processo biológico e função molecular. Todas essas informações são

armazenadas em forma de “anotações” com o intuito de alimentar banco de dados

ontológicos. Na investigação do elemento mais importante da rede, é aplicada a

propriedade da centralidade para nós (POLONI et al., 2014).

Além da importância, outras informações são necessárias para análise,

como a quantidade de nós conectados a outros nós, com um grande ou baixo

volume de conexões. Esses nós com uma quantidade elevada de conexões são

chamados de hubs. Betweenness e closeness compreendem propriedades acerca

do número de caminhos que passam por um nó e a menor distância entre esses

caminhos, respectivamente. O diâmetro corresponde a distância entre os nós mais
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distantes da rede, auxiliando na análise de compactação. E por fim, a centralidade

de conectores é baseada em cálculos de outras propriedades, como o betweenness,

para analisar quais hubs com maior relevância na rede (POLONI et al., 2014).

Na SB as redes de interação representam, em sua maioria, interações

proteína-proteína, proteína-ácidos nucleicos, vias metabólicas, interação entre

transcritos (mRNA-miRNA) e análises isoladas de ontologia gênica. No ramo

bioquímico, é comum o uso de redes ponderadas de multigrafos (itens de classes

diferentes) e redes de hipergrafos (cada sub grafo contendo itens de funções

diferentes), principalmente para avaliação de interação proteína-proteína e de vias

metabólicas de um ou mais sistemas biológicos (POLONI et al., 2014).

2.3.2 Redes Biológicas

As proteínas são as moléculas em maior abundância em um ser vivo,

especialmente, no ser humano. Essas cadeias ramificadas de aminoácidos possuem

diversas funções na maquinaria celular, desde a catalização de uma reação

(enzimas), transporte do oxigênio (hemoglobina e mioglobina), até a composição do

sistema imune (imunoglobulinas). Para desempenhar seu papel funcional, as

proteínas podem atuar sozinhas ou ligadas a outros elementos, sendo chamados de

grupos prostéticos (NELSON; COX, 2014; ALBERTS et al., 2017).

Reações básicas à homeostase de um organismo são exemplos naturais

de interações proteína-proteína, como uma ligação enzima-substrato ou uma de

antígeno-anticorpo. Nas redes de interação proteína-proteína, além dos nós

representarem as proteínas e os conectores serem interações, deve-se levar em

consideração: ligações temporárias ou permanentes; obrigatoriedade de

funcionalidade conjunta ou não; e interface, tendo nas maiores interfaces uma

mudança conformacional mais acentuada e apresentando interações permanentes.

Ademais, componentes de formação e estabilização de proteínas como as ligações

de hidrogênio, interações hidrofóbicas, complementaridade esférica e força

eletrostática, podem atuar diferenciando o tipo de conformação e disposição da rede

de interação (POLONI et al., 2014).

Os metabólitos são produtos de reações bioquímicas que se tornarão
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substratos em reações subsequentes, formando assim uma grande reação em

cadeia. Essas redes metabólicas podem ser classificadas como redes de fluxo,

tendo em vista que variáveis de energia e massa podem ter valores distintos de

acordo com cada nó. A disposição da rede pode ter metabólitos e reações sendo

representados tanto como nós, como arestas ou como ambos sendo representados

ao mesmo tempo, como ocorre em grafos bipartidos. De modo geral, redes

metabólicas apresentam conexões menos coesas em estruturas hierárquicas

maiores, e mais coesas em módulos hierárquicos menores (BRANDÃO, 2020).

2.3.3 Bancos de Dados

2.3.3.1  Bancos de dados genômicos e transcriptômicos

A genômica avalia os genomas, destacando a interação entre os genes e o

meio ambiente, além da função e estrutura gênica. A transcriptômica 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

avaliação do genoma e de transcritos é a utilização de bases de dados (POLONI et

al., 2014).

O miRBase é uma base de dados amplamente utilizada para verificação da

fita do miRNA, ou seja, se tanto a 3p quanto a 5p são atuantes e para predição de

genes alvos para miRNA. O miRBase atua com uma atribuição de valores de P a

locais de ligação de miRNA e seu alvo, priorizando aqueles que foram conservados

ao decorrer da evolução de diferentes espécies. Para isto, são usados modelos

estatísticos. Já na predição de genes-alvos, é utilizado o algoritmo do miRanda,

buscando resultados de predição em outros bancos de dados de vertente

semelhante. O resultado será um redirecionamento para esses outros bancos de

dados, já com o resultado da predição. Os bancos que aparecem com mais

frequência para esse redirecionamento são o miRDB e TargetScan (KOZOMARA;

BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2018).

O Targetexplorer é outro exemplo de banco de dados que pode ser

utilizado para predição de genes-alvos para miRNAs e visualização de vias

metabólicas. O Targetexplorer contém informações de bibliotecas genômicas que
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são selecionadas a partir de uma expressão matemática. O programa Patser é

utilizado para avaliar e pontuar, com base em estatística, os locais de ligação no

DNA (gene) (SOSINSKY, 2003).

O banco de dados Tarbase v.8 pode ser aplicado para predição de

genes-alvos para miRNA. O Tarbase v.8 realiza a análise a partir de cálculos

estatísticas e inferência baseados em pipeline de linguagem R, após 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 predição de

genes-alvos para miRNAs a partir de gráficos de interação e análise 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

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

2.3.3.2 Bancos de dados para redes de interação

Com a possibilidade de manejar dados próprios e em larga escala de

interactomas e outras ômicas, os bancos de dados e plataformas online para

construção de redes de interação, trazem uma nova possibilidade para interpretação

desses dados, por intermédio de redes.

A formação de redes de interação física, co-expressão, predição, interação

genética, co-localização, vias metabólicas e de compartilhamento de domínios

proteicos, podem ser então as quais são escolhidas de acordo com as necessidades

de uma pesquisa. O algoritmo usa métodos de ponderação por consulta de genes

para inferência dessas redes (WARDE-FARLEY et al., 2010).

Trabalhando com dados mais amplos, de genômica, proteômica e

metabolômica, a inferência das redes de interação na plataforma GeneMANIA é

realizada seguindo as informaçẽos disponíveis: dados de co-expressão do Gene

Expression Omnibus (GEO), interação física e genética do BioGRID, interação

protéica baseada em ontologia do I2D, dados de interação e vias metabólicas 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 inferências de

redes de interação proteína-proteína, utilizando todos os parâmetros de associação

disponibilizados pela plataforma, gerando um score de interação. A seleção de

proteínas mais relevantes no network é realizada com base na quantidade de

parâmetros (Tabela 1) em que elas se repetem , dando prioridade a presença no

parâmetro de dados experimentais, contando como uma espécie de validação

(SZKLARCZYK et al., 2020).

Tabela 1 - Parâmetros de inferência de rede no STRING (continua).

Parâmetro Aplicação Local
de coleta
de dados

Cor
representativa

das arestas

Vizinhança Pontuação de score atrelada à
proximidade dos genes no mesmo
cromossomo, calculada em cima
dos nucleotídeos não codificantes

entre as open reading frames
(ORFs)

Associação computacional
de comparações de
genoma completo

disponível.

Verde

Fusão O algoritmo busca por ORFs que
pareçam ser oriundas de fusão de

genes. A pontuação é
proporcional ao evento de fusão

Associação computacional
de comparações de
genoma completo

disponível

Laranja

Co-ocorrência O algoritmo busca por pares de
genes que ao longo da evolução

apresentaram alguma
semelhança. Essa semelhança

pode acontecer por transferência,
duplicação ou simplesmente,

genes perdidos

Associação computacional
de comparações de
genoma completo

disponível.

Azul marinho

Co-expressão Evidências de expressão gênica
são pesquisadas em diferentes

fontes e comparadas pelo
algoritmo

Experimentos de genômica
funcional e ensaios

laboratoriais. Os dados são
baseados em RNA, mas

também, são adicionados
os de expressão de

proteoma pelo
ProteomeHD.

Preto
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Tabela 1 - Parâmetros de inferência de rede no STRING (concluída).

Parâmetro Aplicação Local
de coleta
de dados

Cor
representativa

das arestas

Dados experimentais São coletados e
reunidos dados de

interação
proteína-proteína de

experimentos
laboratoriais do espectro
biofísico, bioquímico e

genético

Experimentos de genômica
funcional e ensaios

laboratoriais. Os dados são
importados de bancos de

dados e realizada a curadoria
por iMEX e BioGRID

Rosa

Associação em
bancos de dados de

vias

Analisa evidências de
associação com

curadoria manual

Anotações realizadas no
KEGG, Reactome, MetaCyc,
EBI Portal Complex e Gene

Ontology Consortium

Azul

Associação em
literatura

Analisa menções das
proteínas juntas no
mesmo abstract e

artigos científicos. O
cálculo é feito baseado
na proximidade dessas

menções, se é na
mesma frase, parágrafo

ou artigo

Menções no PubMed, PMC,
OMIM e SGD

Amarela

Fonte: adaptado de SZKLARCZYK et al., 2022.

Os dados são constantemente atualizados e coletados de outros algoritmos

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

HumanNet, HumanBase/GIANT e Consensus PathDB. Ademais, O STRING

também proporciona análise de dados de enriquecimento funcional e ontologia

gênica (SZKLARCZYK et al., 2020).
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2.3.3.3 Banco de dados metabolômicos

A metabolômica, é o estudo do conjunto de metabólitos (produto do

metabolismo de uma determinada molécula ou substância) de um determinado

sistema biológico. A utilização de bancos de dados metabolômicos, dessa forma, é

importante para entender o impacto de um produto transcricional ou traducional, a

partir da sua função molecular e seu papel celular.

O Metascape é um banco que proporciona dados organizados,

principalmente, em formatos de gráficos de barra, Circus plot e redes de interação.

Podendo ser utilizado, também, para análises de enriquecimento funcional e

ontologia gênica. O Metascape utiliza pesquisas em mais de 20 bancos de dados

genômicos, proteômicos e metabolômicos para suas análises (ZHOU et al., 2019).

As análises de enriquecimento funcional realizadas no banco de dados,

podem ser aplicadas de modo complementar às análises do Metascape. O algoritmo

utiliza o PARADIGMA, que é capaz de integrar dados genômicos. Além da

possibilidade de escolha, no próprio 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 metabólicas que atuam integradamente no desenvolvimento das

fases aguda e crônica da Febre Chikungunya

3.1 Objetivos específicos

● Selecionar os miRNAs associados com a fisiopatologia da Febre

Chikungunya.

● Selecionar os genes-alvos associados aos miRNAs envolvidos na

fisiopatologia da Febre Chikungunya.

● Identificar as redes de interação oriundas desses genes-alvos e suas

respectivas proteínas.

● Identificar as vias metabólicas dos genes-alvos e relacioná-las com as fases

aguda e crônica da febre Chikungunya.

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

Chikungunya nas fases aguda e crônica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Busca Bibliográfica

Realizou-se pesquisa em plataformas e repositórios de artigos científicos, a

fim de fazer um levantamento dos miRNAs já descritos em literatura relacionados

aos arbovírus mais circulantes no Brasil: DENV, ZIKV, CHIKV. Foram escolhidas as

seguintes plataformas: PubMed (http://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), ScienceDirect

(http://sciencedirect.com), SciElo (http://scielo.org) e Cochrane Library

(http://cochranelibrary.com), aplicando os descritores em inglês "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 análise do estudo, foram considerados elegíveis

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 biológica humana). Artigos in silico (bioinformática e

biologia computacional) só foram incluídos quando possuíam validação experimental

e artigos de revisão focados em miRNAs humanos. Para a segunda etapa de

análise, permaneceram os artigos que continham informações de miRNAs humanos

na infecção por CHIKV e apresentavam modelo experimental com amostra biológica

humana. Foram excluídos artigos de revisão, análises de bioinformática e biologia

computacional e os que possuíam metodologia unicamente de modelo animal.

4.2 Base de Dados

Foram utilizados base de dados de genômica, transcriptômica, proteômica

e metabolômica, disponibilizadas gratuitamente de forma online, para seleção de

miRNAs, identificação dos seus targets e acessar informações de sequência,

estrutura e interações sobre estas moléculas. Esses repositórios passaram por

processo de curadoria manual e computacional, proporcionando uma constante e

http://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov
http://sciencedirect.com
http://scielo.org
http://cochranelibrary.com
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confiável atualização dos seus dados.

4.2.1 Seleção de miRNA

Os miRNAs foram selecionados com base nos artigos, e posteriormente,

aplicado os seguintes filtros de exclusão: sem informações sobre a fita (3p/5p),

presente simultaneamente nas infecções de ZIKV e DENV e, por fim, os que

estavam registrados em todas as bases de dados escolhidas para esta seleção de

genes-alvos.

4.2.2 Seleção 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 xlsx. Para as outras bases de

predição, a importação dos dados aconteceu de forma manual, para planilhas em

formato xlsx também.

Após essa etapa, os genes-alvos passaram por um processo de filtragem,

foram utilizadas fórmulas de filtro do excel para retirada dos repetidos intra-base de

dados. O intuito desse processo foi encontrar os dados mais fidedignos possíveis,

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

4.2.3 Determinação das Redes de Interação

O GeneMANIA foi utilizado para determinação de redes de interação de

genes entre os genes-alvos selecionados, posteriormente determinados utilizando

no input o critério de interação entre 55 vértices. Obtivemos redes de interações

genômicas (co-expressão, interação genética, predição), proteica (interação física,

compartilhamento de domínios proteicos, co-localização) e metabólica (vias

moleculares).
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A inferência da rede de interação proteína-proteína foi formada no

STRING, também, com 55 vértices para as 5 proteínas escolhidas e com 20 vértices

para cada uma delas separadamente, com critérios de parâmetros disponibilizados

pela plataforma.

4.2.4 Análises de Enriquecimento Funcional e Ontologia Gênica

As análises de enriquecimento funcional e ontologia foram realizadas de

modo complementar, simultaneamente, nas bases de dados Metascape e

Reactome.

No Metascape, para a análise de ontologia e enriquecimento, realizou

pesquisa no KEGG, GeneOntology, MSigDB, o próprio Reactome, entre outros. Os

dados utilizados no input foram oriundos das redes de interação inferidas no

STRING. Para a análise de interação proteína-proteína, os bancos de dados

utilizados são BioGrid, InWeb_IM55 e OminiPath, contudo, não usufruímos desses

dados do Metascape para a finalidade do projeto.

Nas análises de enriquecimento e ontologia realizadas pelo Metascape, foi

aplicado o teste hipergeométrico e o algoritmo de Benjamini-Hochberg,

disponibilizados e realizados pela própria plataforma, para correção do valor de p.

Realizado o agrupamento de termos enriquecidos, de forma não redundante, as

semelhanças entre os pares foram calculadas pela pontuação do teste Kappa. O

menor valor de p, equivalente ao termo mais significativo de cada cluster, foi

escolhido para representá-lo no gráfico em barras.
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5 RESULTADOS

5.1 Seleção de miRNAs

As buscas nas plataformas PubMed e Science Direct resultaram em 51

artigos que foram elegíveis para seleção de miRNAs. Na plataforma SciElo os

resultados foram de apenas quatro artigos, sendo dois para Dengue e dois para Zika

vírus, que não foram elegíveis por não apresentarem os critérios de exclusão. A

Cochrane Library não 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
epigenetics

5 225 0

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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Após a aplicação dos critérios da segunda etapa da seleção de artigos,

apenas quatro sobre miRNA e CHIKV foram selecionados para leitura. A

metodologia dos artigos incluíam cultura de células de fibroblasto sinovial humano, e

técnicas como miRNA assay, RT-PCR e RT-qPCR para experimentação de

bancada. Dois artigos aplicavam os dados obtidos pelos experimentos para realizar

análises de bioinformática, predição de genes-alvos e montagem de redes de

interação. Desta forma, a partir de destes artigos, foram selecionados 24 miRNAs

humanos upregulated na infecção 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 infecção por DENV, dois deles também na

infecção por ZIKV (hsa-miR-146a-5p e hsa-miR-138-2-3p), e um simultâneo para

ZIKV e CHIKV (hsa-miR-1264*).

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

Fonte: os autores, 2022.

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

Dentre 24 os miRNAs selecionados, doze foram excluídos, pois não

possuíam informações sobre qual das fitas se liga ao mRNA (3p ou 5p). Além
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destes, outros quatro miRNAs sofreram exclusão por estarem presentes

simultaneamente nas infecções por DENV e ZIKV, independente da sua

concentração estimada, tendo em vista que o propósito do trabalho é identificar

miRNAs exclusivos da infecção por CHIKV. Para a etapa de seleção de genes-alvos,

os oito miRNAs restantes passaram por mais uma filtragem, onde o critério era a

presença simultânea nas bases de dados miRBase, Targetexplorer, Tarbase v.8 e

miRTargetLink 2.0. Ao final, quatro miRNAs foram selecionados para a identificação

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 seleção desses miRNAs está resumido na Figura 8.

Figura 8 - Etapas de filtragem dos miRNAs com critérios de exclusão.
Fonte: os autores, 2022.
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5.2 Seleção 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 informações 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 está descrita na Tabela 3.

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

miRNA miRDB TargetScan Targetexplorer Tarbase
v.8

miRTargetLink
2.0

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.

Após a montagem de uma base de dados local com os dados obtidos nas

cinco bases citadas, foi realizada uma análise de redundância de genes-alvos entre

as bases. Primeiro, excluímos os genes-alvos duplicados entre as bases de dados,

em sequência, marcamos os 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 seleção de 5 genes-alvos para as análises de

enriquecimento funcional, redes de interação e ontologia gênica: AIFM1, CPEB4,

DIO2, MEI4 e XKR4. A Figura 9 mostra o número de genes-alvos em comum entre

os quatro miRNAs selecionados.
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Figura 9 - Diagrama de Venn da seleção e intersecção entre os genes-alvos, contendo 4 principais
conjuntos.

Fonte: os autores, 2022.

5.3 Análise de Redes de interação

Uma análise geral da rede de interação entre os genes-alvos AIFM1,

CPEB4, DIO2, MEI4 e XKR4, foi obtida utilizando o GeneMANIA (Figura 10). Não foi

encontrada interação direta entre AIFM1 e DIO2, CPEB4 ou XKR4. Contudo, os

genes interagem indiretamente por meio de vértices 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 TIMM8A, CPOX, MGARP e NDUFA8 (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 interação indireta entre CPEB4 e AIFM1 e

CPEB4 e XKR4.

No caso dos genes CPEB4 e XKR4, há uma interação gênica direta,

entretanto não está claro na literatura qual a correlação entre eles. O gene MEI4 foi

o único que não apresentou nenhuma categoria de ligação com os outros

genes-alvos.

Figura 10 - Rede de interação entre os 5 genes selecionados, constituída por 55 vértices.

Fonte: os autores, 2022.
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Considerando a rede de interações físicas, não foram encontradas interações

simultâneas 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 DIO2 com três moléculas: TPO, WSB1 e MARCHF6

(setas em rosa). O gene MEI4 não apresentou interação física com os demais

genes.

Figura 11 - Rede de interação física contendo 55 vértices.

Fonte: os autores, 2022.

Na figura podemos ver o AIFM1 com a maior parte das interações físicas, seguido do DIO2. CPEB4 e
XKR4. O DIO2 interage principalmente com a TOP, que assim como ele, está envolvido com
metabolismo de hormônios tireoidianos.
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Em relação à rede de interações genéticas, existe uma interação entre os

genes CPEB4 e XKR4 (seta em roxo). O gene BAK1 (seta em, antagonista do BCL2,

é o elo indireto da interação entre os genes AIFM1 e XKR4 (Figura 12). O gene

XKR4 interage com o gene da TPO, o qual tem sua proteína TPO, interagindo

fisicamente com a DIO2. A TPO é uma proteína do metabolismo de hormônios

tireoidianos, assim como a DIO2. Repetindo o padrão, o MEI4 não apresentou

interação gênica com nenhum outro gene da rede.

Figura 12 - Rede de interação gênica contendo 55 vértices.

Fonte: os autores, 2022.

Na figura podemos observar a interação entre os genes TPO e XKR4. O gene BAK1 serve como elo
de ligação de interação entre AIFM1 e XKR4. Também observamos a interação direta entre CPEB4 e
XKR4.
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Em relação à interação das vias, segundo os resultados no GeneMANIA, o

gene AIFM1 é a única com interações entre suas vias moleculares (Figura 13).

Figura 13 - Rede de vias contendo 55 vértices.

Fonte: os autores, 2022.

Na figura observamos quase nenhuma correlação entre as interações das vias moleculares dos
genes-alvos, segundo os dados obtidos pelo GeneMANIA.
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Em relação à análise de interações entre proteínas no STRING, não foram

encontradas interações diretas entre as proteínas MEI4, XKR4, DIO2, AIFM1 e

CPEB4 (Figura 14). As análises mostraram as proteínas MEI4 e XKR4 isoladas,

sem quaisquer interações com as proteínas DIO2, AIFM1 e CPEB4.

Figura 14 - Rede de interação entre as 5 proteínas, constituída por 55 vértices construída pelo
STRING.

Fonte: os autores, 2022.

Na figura vemos a ausência de correlação de interação entre as proteínas provenientes da tradução
dos genes-alvos de escolha do trabalho.
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5.4 Análise de enriquecimento funcional e Ontologia gênica

A proteína citosólica AIFM1 está presente em sinalizações de resposta ao

estresse oxidativo. Além disso, a AIFM1 está presente no transporte de elétrons na

síntese de ATP e na apoptose por infecção viral. A proteína participa ativamente, e

interage com moléculas em processos de programação de destruição celular e de

resposta ao estresse oxidativo (Figura 15).

Figura 15 - Gráfico em barra de enriquecimento funcional da rede da AIFM1.

Fonte: os autores, 2022.

No gráfico observamos a alta atividade da proteína em processos apoptóticos e, em repetidas vezes,
as respostas ao estresse oxidativo.

O principal papel da proteína citosólica CPEB4 e das proteínas que ela

interage é atuar ativamente em processos de estabilização de enzimas

citoplasmáticas (Figura 16). Além disso, a CPEB4 também participa do processo

metabólico de hormônio peptídeo insulina, atuando em clivagem, tal qual sua classe

de carboxipeptidase, e na liberação de grânulos secretores de membrana.
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Figura 16 - Gráfico em barra de enriquecimento funcional da rede de CPEB4.

Fonte: os autores, 2022.

No caso da proteína intracelular citosólica, DIO2, tanto ela, quanto as suas

interações proteína-proteína, participam ativamente do metabolismo de hormônios

derivados de aminoácidos, especialmente os tireoidianos, na síntese, transporte e

resposta hormonal periférica. Além desse processo, a DIO2 atua no metabolismo

hepático do selênio e outros minerais (Figura 17).

Figura 17 - Gráfico em barra de enriquecimento funcional da rede do DIO2.

Fonte: os autores, 2022.

No gráfico vemos a massiva participação da proteína no metabolismo de hormônios tireoidianos e
ligada ao metabolismo do selênio.

A análise da rede de interação da XKR4, proteína localizada na membrana

plasmática, demonstrou sua presença em processos de proliferação celular,
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contudo, não foram encontrados registros no Reactome dessa proteína e nem

indicação de outras atuações funcionais no Metascape.

Assim como suas interações proteicas, a MEI4 é uma proteína de

processos de divisão celular, altamente ativa em vias do processo reprodutivo

(Figura 18). A MEI4 também tem uma porcentagem de atuação em metilação de

outras proteínas e metabolismo transcrito, como também, nas vias de sinalização de

Interleucinas e TNF.

Figura 18 - Gráfico em barra de enriquecimento funcional da rede da MEI4.

Fonte: os autores, 2022.

As interações das 5 proteínas remetem a eventos, em sua maioria, de

metabolismo hepático, metabolismo de hormônios peptídeos, apoptose, resposta

imunológica e mecanismos celulares de estresse oxidativo, como pode ser

observado nas Tabela 4. A desregulação em cadeia dos processos listados, podem

ser agravantes para um quadro infeccioso viral e uma evolução para doença

reumática.

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

GO Categoria Descrição Contagem % Log10(p) Log10(q)

WP15 WikiPathways Rede de
micronutriente

selênio

11 20.00 -16.92 -12.57

WP4746 WikiPathways Produção de
hormônio tireoidiano

e efeitos da sua
sinalização periférica

10 18.18 -14.82 -10.77
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Tabela 4 - Tabela de enriquecimento funcional das 5 proteínas (continua).

GO Categoria Descrição Contagem % Log10(p) Log10(q)

hsa04210 KEGG
Pathway

Apoptose 10 18.18 -13.22 -9.41

GO:0006979 GO
Biological
Processes

Resposta ao
estresse oxidativo

13 23.64 -13.06 -9.41

GO:2001242 GO
Biological
Processes

Regulação da via
de sinalização

apoptótica
intrínseca

8 14.55 -9.06 -5.97

GO:1902510 GO
Biological
Processes

Regulação da
fragmentação de
DNA apoptótico

4 7.27 -8.69 -5.64

GO:0010035 GO
Biological
Processes

Resposta a
substâncias
inorgânicas

11 20.00 -8.66 -5.63

WP707 WikiPathwa
ys

Resposta a danos
no DNA

6 10.91 -8.52 -5.53

GO:0043200 GO
Biological
Processes

Resposta aos
aminoácidos

6 10.91 -7.11 -4.46

GO:0001514 GO
Biological
Processes

Incorporação de
selenocisteína

3 5.45 -6.70 -4.18

GO:0010821 GO
Biological
Processes

Regulação da
organização das

mitocôndrias

6 10.91 -6.49 -4.01

GO:0070059 GO
Biological
Processes

Via de sinalização
apoptótica

intrínseca em
resposta ao

estresse do retículo
endoplasmático

4 7.27 -6.41 -3.95

GO:0009914 GO
Biological
Processes

Transporte
hormonal

5 9.09 -6.31 -3.87

GO:0009410 GO
Biological
Processes

Resposta a
estimulação de

xenobióticos

8 14.55 -6.20 -3.78

GO:2001020 GO
Biological
Processes

Regulação da
resposta ao

estímulo de dano ao
DNA

7 12.73 -5.85 -3.48
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Tabela 4 - Tabela de enriquecimento funcional das 5 proteínas (concluída).

GO Categoria Descrição Contagem % Log10(p) Log10(q)

GO:0046034 GO
Biological
Processes

Processo
metabólico do ATP

6 10.91 -5.66 -3.32

R-HSA-6804
114

Reactome
Gene Sets

TP53 regula a
transcrição de

genes envolvidos
na parada do ciclo

celular G2

3 5.45 -5.34 -3.06

GO:0050873 GO
Biological
Processes

Diferenciação de
células do tecido
adiposo marrom

3 5.45 -4.65 -2.52

GO:0051098 GO
Biological
Processes

Regulação de
binding

6 10.91 -4.27 -2.20

GO:0002931 GO
Biological
Processes

Resposta a
isquemia

3 5.45 -3.88 -1.88

Fonte: os autores, 2022.

Os 20 principais clusters de análise com seus termos representativos enriquecidos (um por cluster).
Contagem: é o número de genes nas listas de input com associação no termo de ontologia fornecido,
além de acrescentadas a porcentagem de todos os genes do input que são encontrados nos termos
de ontologia (somente genes de entrada com pelo menos uma anotação de termo de ontologia são
incluídos no cálculo); Log10(P): é o valor p na base log 10; Log10(q): é o valor p ajustado multiteste
na base log 10

Conforme mostra o gráfico de ontologia gênica gerado para as cinco

proteínas (Figura 19), há envolvimento destas em regulação de processos

biológicos, resposta ao estímulo, crescimento, sinalização, além de envolvimento em

processos virais e do sistema imune. A soma desses eventos biológicos consiste em

boa parte dos processos biológicos presentes num organismo vivo, destacando a

abrangência da atuação das moléculas avaliadas neste estudo.
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Figura 19 - Gráfico em barra de ontologia gênica da rede das 5 proteínas.

Fonte: os autores, 2022.
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6 DISCUSSÃO

A determinação do papel dos miRNAs, genes-alvos, e vias metabólicas que

atuam integradamente no desenvolvimento das fases aguda e crônica da febre

chikungunya, ajuda na compreensão da doença e, consequentemente, a descoberta

de potenciais alvos terapêuticos, para as fases da doença, onde em ambas, sua

mais evidente característica é a forte artralgia, podendo evoluir para artrite crônica.

Alterações nas concentrações 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 desequilíbrio bioquímico e interferir na resposta

metabólica à doença. Os mRNA alvos desses fragmentos de RNA, são transcritos

dos genes AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4.

Estudos anteriores trazem o hsa-miR-487b-3p como um participante de

processos ósseos (SHU et al., 2021; YAYAMA et al., 2018), com funções que podem

variar desde processos de ossificação ectópica em algumas regiões da coluna

vertebral a quadros de osteosarcomas (SHU et al., 2021; YAYAMA et al., 2018). Sua

associação com alvos envolvidos com a via de sinalização WNT (receptores,

inibidores, moléculas colaboradoras) é um forte indicativo do seu poder regulatório

de proliferação celular (YAYAMA et al., 2018). O desbalanço da proliferação de

células ósseas e do metabolismo de ósseo é, também, uma das características

observadas em pacientes com alguma artralgia ou artrite, além da inflamação

articular propriamente dita (TATEIWA; YOSHIKAWA; KAITO, 2019).

Evidências 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 então, já demonstra participação na AR (YANG et al., 2022). O

ITGB2 possui alguns eixos de interação com mRNA-miRNA-lncRNA, incluindo o

miR-5581-3p. Esses “eixos regulatórios” atuam em vias de sinalização de

quimiocinas, cruciais no desenvolvimento da artrite (YANG et al., 2022). Na

osteoartrite (OA), o miR-382-3p regula parte do estado inflamatório, por importantes

vias de sinalização de TLR4, MyD88 e NF-kB, além de suprimir a expressão de

PGE2, iNOS e NO, podendo diminuir, como efeito, o estresse oxidativo de

condrócitos (LEI et al., 2019).
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Além das análises de bioinformática do presente estudo, foi relatada na

literatura alta concentração e expressão 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

metabólicas afetadas pela desregulação trouxe um padrão de vias diretamente

ligadas com a resposta imunológica inata, como no caso da sinalização do TNF, do

receptor Toll like e interleucinas 1 e 6 (AGRAWAL et al., 2020).

Até o presente momento, não foram encontrados estudos sobre os genes

AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4 na infecção por Chikungunya. Entretanto,

esses genes estão envolvidos, de diferentes formas, em processos que podem

contribuir para a inflamação aguda e crônica na Febre Chikungunya, e com isso,

também poderiam contribuir para a fisiopatologia e sintomatologia da doença.

O AIFM1 possui local de destaque no eixo NADPH oxidase/NAMPT/PARP,

envolvido no controle de processos inflamatórios na pele (MARTÍNEZ-MORCILLO et

al., 2021). Outras funções do gene também podem corroborar com o processo

inflamatório de diferentes doenças, como psoríase e osteoartrite, por diferentes

eixos de sinalização intracelular (MARTÍNEZ-MORCILLO et al., 2021; LI; CHENG; &

LIU, 2020). A atuação já conhecida nesses processos pode sugerir que o AIFM1

detenha uma funcionalidade ativa em processos auto inflamatórios e reumáticos,

sendo sugestiva uma investigação para seu papel na artrite crônica por CHIKV.

Os estímulos para um quadro inflamatório na chikungunya podem persistir

por meses ou anos, dando forma a fase de inflamação crônica (SILVA; DERMODY,

2017). Para desenvolvimento e manutenção do estado de cronicidade é necessária

a mobilização de algumas células (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). O macrófago é

a principal célula de ligação e transição entre a resposta inata e adaptativa em

processos inflamatórios e antimicrobianos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Os

macrófagos são as células imunes que apresentam a maior expressão do CPEB4,

fator importante para a estabilização do mRNA dessas células durante a inflamação

(SUÑER et al., 2022). Dessa forma, a maior ou menor expressão de CPEB4, pela

desregulação dos miRNAs avaliados neste estudo, pode favorecer um estado

inflamatório mais atenuado na infecção por CHIKV.

A fagocitose é uma das funções mais importantes dos macrófagos,
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principal célula ativadora do processo inflamatório. A XKR4, juntamente com

moléculas da família, possui a capacidade de facilitar a exposição da fosfatidilserina

em células apoptóticas (SUZUKI; IMANISHI; & NAGATA, 2014), demonstrando sua

possível importância na eficiência de resposta imune na febre chikungunya.

Alguns mecanismos epigenéticos, podem deixar o indivíduo mais

suscetível a uma progressão mais rápida ou um agravamento do quadro de uma

doença reumática. Estudos anteriores apontaram que a metilação em locais de CpG

do DIO2 podem levar ao seu silenciamento, à regulação positiva da expressão de

enzimas de degradação da cartilagem e mineralização de matriz em quadros de OA,

também à alteração de expressão de genes de outras selenoproteínas desses

pacientes (BONER et al., 2015; ZHANG et al., 2021). Foi observado que durante a

supressão do DIO2 em condrócitos, a expressão e circulação de mediadores

pró-inflamatórios está aumentada (CHENG; BOLOGNESI; KRAUS, 2012),

contribuindo para a manutenção do status inflamatório. Desta forma, a regulação da

DIO2 pelos miRNAs mais expressos na febre chikungunya pode exercer um efeito

nos processo inflamatório da doença aguda ou crônica.

Não foram encontradas referências do gene MEI4 que estivesse

relacionado diretamente com os achados de sintomatologia e patogênese da

infecção por CHIKV. No entanto, há evidências de alterações na oogênese

decorrente da osteoartrite em modelo animal (KOLAROV et al., 2021). Dessa forma,

alterações no gene MEI4 podem contribuir com a patogênese e no quadro de outras

formas de artrite, além da OA, como no caso da artrite crônica por chikungunya.

De acordo com os resultados encontrados sobre a análise de

enriquecimento funcional e ontologia gênica, as interações das 5 proteínas

analisadas estão relacionadas a mecanismos celulares de estresse oxidativo,

metabolismo hepático e de hormônios derivados de aminas, apoptose e resposta

imunológica. A desregulação em cadeia desses processos, a partir da desregulação

das proteínas estudadas, poderia contribuir negativamente com o quadro infeccioso

viral e com a evolução para doença reumática.

Conhecido como estresse oxidativo, o distúrbio entre a produção de

espécies reativas de oxigênio (ROS) e fatores antioxidantes é apontado como

possibilitador de agravamentos no quadro clínico de inúmeras doenças
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(BETTERIDGE, 2000; CHEN; ZHONG, 2014; KATTOOR et al., 2017). A todo

instante, processos bioquímicos ocorrem nos organismos e com eles, são liberadas

moléculas de hidroxilas (OH), óxido nítrico (NO), peroxinitrito (ONOO-), ânion

superóxido (Oz-) e metais de transição como ferro e cobre (BETTERIDGE, 2000).

Essas e outras ROS são liberadas causando dano às células (JONES, 2018).

Em situação homeostática, os radicais livres também são produzidos por

células do sistema imunológico, neutrófilos e macrófagos, como um dos mecanismos

de detenção de um agente infeccioso e de outras substâncias agressoras do

processo inflamatório (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Um dos componentes do

sistema REDOX, a superóxido dismutase 2 está regulada negativamente em

condrócitos de OA, levando a danos oxidativos, disfunções mitocondriais e

adaptação da cadeia transportadora de elétrons frente ao aumento das ROS.

Adicionalmente, o aumento de ROS levam a ativação do inflamassoma pelo NLRP3,

formando mais um mecanismo de manutenção da inflamação (GAVRIILIDIS et al,

2013; CHEN et al, 2019).

A inflamação aguda é um processo natural de combate a lesões de infarto,

infecções bacterianas, virais, toxinas e traumas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Como em todos os processos de transdução de sinal, os receptores são o início de

uma via de sinalização, como os receptores de reconhecimento de padrões (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). Após

cessar o estímulo nocivo, a inflamação dará continuidade para o processo de

cicatrização da região lesionada (AHMED, 2011; WARD, 2003). Caso não haja

cicatrização, a inflamação aguda evolui para inflamação crônica. A cronicidade é

vista como um problema pelo recrutamento constante de células do sistema imune,

que continuam liberando mediadores químicos, perpetuando o estado de inflamação

e podendo lesar outros locais saudáveis do organismo (LEE; WALSER; DUBINETT,

2009).

O CHIKV induz o estresse do retículo endoplasmático, assim como a

produção de ROS, sendo este último o principal indutor do processo de autofagia

durante a infecção. De forma simultânea, o vírus consegue inibir a via de sinalização

mTOR e ativar a MAPK, ações mediadas pela ROS, e tendo como colaborador a
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diminuição de enzimas REDOX, igual a catalase (DHANWANI et al., 2011;

JOUBERT et al., 2012). A presença contínua desses radicais livres na infecção,

perpetua a ativação de cascatas oxidativas e danos celulares que corroboraram com

a clínica de pacientes com poliartralgia crônica, já que a produção exacerbada

dentro de condrócitos e osteoblastos induzem a osteoclastogênese e danificam as

articulações (BANERJEE; & MUKHOPADHYAY, 2018). Ademais, as citocinas pró

inflamatórias IL-6, IFN-γ, CXCL9 correlacionam-se positivamente com as ROS,

enquanto a IL-10, uma anti inflamatória, correlaciona-se negativamente

(BANERJEE; & MUKHOPADHYAY, 2018).

O envolvimento das proteínas analisadas com o metabolismo de hormônios

derivados de aminas na Chikungunya poderia ser demonstrado pela hipótese de

participação deles nos processos inflamatórios. A tri-iodotironina (T3) e

tetraiodotironina (T4) são derivados de tirosina e nativos da tireoide. Em relação ao

papel deles em doenças autoinflamatórias, ainda há controvérsias. Em

Andonopoulos et al. (1996), não foram encontradas correlações entre os níveis de

T3 e T4 e o curso clínico 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 inflamatório (VENDITTI et al., 1997).

Uma das 5 proteínas encontradas no presente estudo foi a DIO2. Tanto ela

como a DIO3 são selenoproteínas constantemente correlacionadas com a

patogênese da OA (LU; HOLMGREN, 2009; RASMUSSEN et al., 2011). Por outro

lado, a deficiência de selenoproteínas leva a ativação dos fatores de transcrição

NF-kB e HIF-1α, elevando a liberação das citocinas pró inflamatórias IL-6, IL-1β,

IL-8, IL-17, TNF-α, aumenta a expressão de outros fatores inflamatórios como a

COX2 e iNOS, além da indução de apoptose por vias mitocondriais e regulação

positiva dos genes apoptóticos CASP3 e CASP8. Simultaneamente, ocorre a

diminuição de expressão de citocinas anti-inflamatórias e genes anti-apoptóticos (LI

et al., 2021). Essa classe de enzimas abrangem diversas funções, desde

componentes do sistema REDOX (glutationa peroxidase 1, 2, 3 e 4), síntese,

ativação e resposta sistemática a hormônios tireoidianos (iodotironina desionidases),

como atividade antioxidante e redução de Tiorredoxina (tiorredoxina redutases)

(REEVES; HOFFMANN, 2009; FLORIAN et al., 2010; SCHMUTZLER et al., 2007;
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PAPP; HOLMGREN; KHANNA, 2010; TINGGI, 2008; LU; HOLMGREN, 2009).

A depleção dos níveis de selênio pode causar uma déficit da resposta

imunológica e elevar a suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças inflamatórias

crônicas intestinais e a cânceres associados à inflamação, além de que a

suplementação dietética dele apresenta função imunoestimulante com proliferação

de células do sistema imune inato e adaptativo, incluindo linfócitos T e NK

(BARRETT et al., 2015; HAMID et al., 2018; HUANG; ROSE; HOFFMANN, 2018).

Além disso, a ausência do mineral selênio poderia desencadear uma reação em

cadeia, no qual as selenoproteínas não poderão completar sua composição química

e deixarão de atuar em mecanismos bioquímicos. 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 lesões celulares, além de desencadear a ativação de vias intracelulares pró

inflamatórias, retro alimentando o estado da inflamação. Dessa forma, a ausência

das enzimas sintetizantes dos hormônios tireoidianos, poderia afetar a regulação

endócrina mediada por T3 e T4.

No caso de um paciente possuir alterações epigenéticas conjuntas nos

hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e hsa-miR-382-3p, a

expressão dos genes AIFM1, CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4 poderão ser afetadas,

impactando no estresse oxidativo e na inflamação. O network formado pelos 5

respectivos produtos desses genes, e as análises de enriquecimento e ontologia,

demonstram as atividades moleculares e fisiológicas diretamente afetadas. Essa

imensa reação em cadeia somada à patogênese do CHIKV, pode ser uma das

causas das artralgias intensas com possibilidades de evoluir para a artrite crônica

por Chikungunya.

Os achados deste trabalho necessitam de validação experimental para

validar os altos scores de interação encontrados. Além disso, os bancos de dados

do estudo não apresentaram informações específicas sobre a Febre Chikungunya,

confirmando, mais uma vez, o estado de negligência desta arbovirose endêmica das

Américas e Ásia.
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7 CONCLUSÃO

Com base na utilização da biologia de sistemas para determinar o papel

dos miRNAs, seus genes-alvos, e vias metabólicas que atuam integradamente no

desenvolvimento das fases aguda e crônica da Febre Chikungunya, concluímos que

alterações nos miRNAs hsa-miR-3074-3p, hsa-miR-487b-3p, hsa-miR-5581-3p e

hsa-miR-382-3p poderiam levar a modificação de expressão genes-alvos AIFM1,

CPEB4, DIO2, XKR4 e MEI4.

As interações observadas em redes e análises de enriquecimento funcional

e ontologia, trouxeram a demonstração da presença desses produtos do AIFM1 e

DIO2 interagindo e participando da regulação e resposta ao estresse oxidativo e

metabolismo do selênio, fortes interferentes do processo inflamatório desenvolvido

na Febre Chikungunya. Essas alterações epigenéticas do hospedeiro podem

interferir diretamente no curso da Febre Chikungunya, sendo um potencial

responsável pelo avanço para a fase crônica.

Esperamos que tais processos e alvos possam ser estudados de forma

mais aprofundada, tal como sua aptidão para ser um novo alvo farmacológico

voltado às doenças auto inflamatórias articulares, sobretudo, para a artralgia e artrite

crônica por Chikungunya.
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