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RESUMO

Dentre os principais tipos de patologias virais descritas como epidemias estdo as infecgdes
ocasionadas pelos virus da Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV). A
infeccdo pelo CHIKYV causou grande impacto a satde publica devido a presenca de sintomas
altamente debilitantes como, inflamacg®es nas articulaces que podem durar meses ou anos. A
inflamac&o induzida pela infeccdo viral esta associada a moléculas da imunidade inata, mas
pouco se sabe sobre 0s mecanismos envolvidos na patogénese da infec¢do, ndo estando eles
totalmente elucidados. Em nossas analises avaliamos polimorfismos em Receptores Toll-Like
(TLRs) associados a infeccdes virais e avaliar a expressdo génica de citocinas induzidas em
pacientes infectados pelo virus Chikungunya. Através do banco de dados de previsao funcional
n&o sindbnimo (dbNSFP) coletamos dados de SNPs ndo sindnimos (nsSNPs) presentes em TLRS
(TLR3, 4,7,8,9¢e10) e realizamos uma analise computacional preditiva de impactos funcionais
dos nsSNPs nos TLRs através de 16 algoritmos. Ferramentas para previsao de danos estruturais
nas proteinas apds a mutagdo também foram utilizados. Adicionalmente, neste estudo, niveis
de expressédo das citocinas IL-1p, IL-10, IL-18 e IFN-B foram avaliados, por PCR em tempo
real, em sangue total de pacientes na fase aguda da infec¢do por CHIKV (n=43) e de individuos
saudaveis (IS), ndo infectados (n=13) utilizados como grupo controle. Treze nsSNPs foram
encontrados com alto impacto funcional/estrutural. O nsSNP TLR3 p.Leu532Pro, foi previsto
como deletério a funcdo da proteina por todos os algoritmos. TLR4 p.Leu452Arg e TLR7
p.Leul79Arg, além de terem sido previstos como deletérios pela maioria dos algoritmos, foram
0s nsSNPs que obtiveram maior variacao na hidrofobicidade (0.53). Anélises em estruturas 3D
corroboraram com os resultados dos algoritmos, devido a presenca e ao impacto de tais
mutacOes em regides conservadas, importantes no reconhecimento viral e na dimerizagéo
protéica, iniciando a via de sinalizacdo. Os pacientes infectados pelo CHIKV apresentaram
diminuicdo na expressdo de IL-18, enquanto um grupo de pacientes apresentou niveis elevados
de expressdo de IL1-B, e um grupo de pacientes apresentou reduc¢do da expressdo da citocina,
qguando comparados aos IS. Valores mais altos de expressdao foram encontrados na IL-13
quando comparados a IL-18, havendo diferenca estatistica significativa de expresséo, apesar da
expressao de IL-1p e IL-18 ser downregulated. Em nossos resultados a infec¢do pelo CHIKV
em pacientes em fase aguda induziu diminuicdo na producdo de IL-1p e IL-18, moléculas da
imunidade inata transcritas por TLRs e ativadas por inflamassomas. Havendo correlagéo regular
positiva entre os genes IL-1p e IL-18 e o género dos pacientes, onde niveis de IL-1B sdo

menores em mulheres e niveis de IL-18 sdo maiores em mulheres, e correlacdo positiva entre



as expressoes de IL-1p e IL-18 e a idade dos pacientes, onde niveis mais baixos de expressao
de IL-1P e niveis mais altos de expressdo de IL-18 estdo associados a idades mais avangadas.
Através do nosso estudo, descobrimos polimorfismos que podem ter alta correlagdo com
doencas causadas por infecgbes virais, podendo atuar como potenciais biomarcadores
prognosticos, e citocinas que podem ter correlacdo com a febre Chikungunya, sendo
considerados bom marcadores para o direcionamento terapéutico.

Palavras-chave: Infeccbes virais; Chikungunya; imunidade inata; receptores Toll-like;
citocinas



ABSTRACT

Among the main types of viral pathologies described as epidemics are infections caused by the
Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) virus, arboviruses whose main
mode of transmission occurs through the same vector the Aedes aegypti mosquito. The CHIKV
infection caused a great impact on public health due to the presence of highly debilitating
symptoms such as inflammation in the joints that can last for months or years. Although there
are no specific vaccines or drugs for the disease, it is known that inflammation induced by viral
infection is associated with innate immunity molecules. However, little is known about the
mechanisms involved in the pathogenesis of the infection, and they are not fully elucidated. In
our analyzes we evaluated polymorphisms in Toll-Like Receptors (TLRs) associated with viral
infections and to evaluate levels of gene expression of cytokines induced in patients infected
with the Chikungunya virus. Using the Non-Synonymous Functional Prediction database
(dbNSFP), we collected data from non-synonymous SNPs (nsSNPs) present in TLRs (TLR3,
4,7, 8,9 and 10) and performed a predictive computational analysis of the functional impacts
of nsSNPs in TLRs through 16 algorithms. Tools for predicting structural damage to proteins
after the mutation were also used. In addition, in this study, expression levels of the cytokines
IL1-B, IL10, IL18 and IFN-B were evaluated, by real-time PCR, in whole blood of patients in
the acute phase of CHIKYV infection (n = 43) and healthy individuals (1S), uninfected (n = 13)
used as a control group. Thirteen nsSNPs were found to have a high functional/structural
impact. The nsSNP TLR3 p.Leu532Pro, was predicted to be damage to the function of the
protein by all algorithms. TLR4 p.Leu452Arg and TLR7 p.Leul79Arg, in addition to being
predicted as deleterious by most algorithms, it was the nsSNPs that obtained the greatest
variation in hydrophobicity (0.53). Analysis in 3D structures corroborated with the results of
the algorithms, due to the presence and impact of such mutations in conserved regions,
important in viral recognition and protein dimerization, initiating the signaling pathway.
Patients infected with CHIKV showed a decrease in IL18 expression, while a group of patients
showed high levels of IL1- expression, and a group of patients showed a reduction in cytokine
expression, when compared to IS. Higher values of expression were found in IL1-B when
compared to IL18, with a statistically significant difference in expression, despite the
expression of IL1-f and I1L18 being downregulated. In our results, CHIKV infection in patients
in the acute phase induced a decrease in the production of IL1-B and IL18, molecules of innate
immunity transcribed by TLRs and activated by inflammasomes. There is a regular positive

correlation between the IL1-B and IL18 genes and the patient's gender, where IL1-B levels are



lower in women and IL18 levels are higher in women, and a positive correlation between IL1-
3 and IL18 expressions and the age of the patients, where lower levels of IL1-f expression and
higher levels of IL18 expression are associated with older ages. Through our study, we
discovered polymorphisms that can be highly correlated with diseases caused by viral
infections, which can act as potential prognostic biomarkers, and cytokines that can be

correlated with Chikungunya fever, being considered good markers for therapeutic targeting.

Keywords: Viral infections; Chikungunya; innate immunity; Toll-like receptors; cytokines



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 - Diferencas entre Dengue, Chikungunya e Zika (BLASTING NEWS BRASIL,

FIGURA 2 - Estrutura e genoma do virus Chikungunya. (A) virus CHIKV. (B) Representacdo
esquematica de particulas virais. (C) Representacdo esquematica do genoma viral (METZ;
PIILIMAN, 2016) ..ouveuiieieiiiieieieeie ettt sttt se st st e s bt e e eseebenaeneabe st s eseasennens 22

FIGURA 3 - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti (MINISTERIO DA SAUDE, 2020)

FIGURA 5 - Via de sinalizagdo dos Receptores Toll-Like. TLRs expressos ativando vias de
sinalizacGes que desencadeiam a translocacao de fator nuclear kB (NF-kB) ao nucleo celular

induzindo a expressdo de de IFNs do tipo | e citocinas pro-inflamatérias (OZATO et al., 2008)

FIGURA 6 - Via de sinalizacdo do inflamassoma. Esquema da NALP3, proteina codificada
pelo gene NLRP3. A figura mostra a transcri¢do das proformas das citocinas IL-1p e IL-18
através de TLRs e conversdo destes em formas ativas através do inflamassoma NALP3
(PIETROCOLA €t al., 2011) ...ooocveeiieeeeeeeveeieseie s sse s 30

FIGURA 7 - Estrutura do Receptor Toll-Like. A figura apresenta os dominios presentes nos
TLRs. Adaptado de GAO et al., 2017......coiiiiiiiiiiii e 32

FIGURA 8 - Motivo LRR-TLR3. Nucleo hidrofébico composto por residuos que formam a
sequéncia consenso XL2xxL3x L xxNxL12xx L PxxxxF?°xxL%*x (CHOE; KELKER; WILSON,

FIGURA 9 - Resultado detalhado da analise do algoritmo PolyPhen-2 para consulta de variante
unica (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013) .....cooiiiiieeieieiee e 37



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Localizacdo dos TLRs e padrdes moleculares associados a patdgenos

reconhecidos por TLRs relatados na literatura em associago a infecg@es virais..................... 31



6K
ANN

CARD
cDNA
CHIKV
DENV
DM
DNA
dsRNA

HF
IFN-o
IFN- B
IFN-y

IgM
IL

JP

LPS
LRRs
MyD88
NALP3
NF-«xB
NLR
NK
nsP
nsSNP
OMS
PAMPs
PCR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteina acessoria
Artificial neural network

Proteina do capsideo

Dominio de ativag&o e recrutamento de caspase
DNA complementar
Virus Chikungunya

Virus da Dengue

Dinamica molecular

Acido desoxirribonucleico

RNA de fita dupla

Proteina do envelope viral

High fever (febre alta)

Interferon alfa

Interferon beta

Interferon gama

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Interleucina

Individuo saudavel

Joints Pain (Dores nas articulacoes)
Lipopolissacarideos

Repeticdes ricas em leucina

Fator de diferenciacdo mieloide 88
Proteina 3 contendo os dominios NACHT, LRR e PYD
Fator nuclear kB

Receptor do tipo Nod Like

Natural Killer

Proteina n&o estrutural

Polimorfismo de nucleotideo Unico n&o sinénimo
Organizacdo mundial de satde
Padrdes moleculares associados a patdgenos

Reacdo em cadeia de polimerase



PDB Banco de dados de Proteina

PYD Dominio da pirina

PRR Receptor de reconhecimento de padrdes

RT-gPCR Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativa em Tempo Real
RF Random Forest

RNA  Acido ribonucleico

sSRNA  RNA de fita simples

SDM Simulacdes de dindmica molecular

SNP Polimorfismo de nucleotideo unico

SR Skin rash (rash cutaneo)

SVM  Support vector machine

TCLE  Termo de consentimento livre e esclarecido

TF Proteina transframe

TIR Receptor IL-1 de dominio Toll

TLR Receptores Toll-Like

™ Transmembrana

TNF Fator de necrose tumoral

TRIF  Proteina adaptadora contendo o dominio TIR induzindo interferon f
ZIKV  Virus Zika



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...ttt 14
2 REFERENCIAL TEORICO.......coiiieieieieeeeeseeeses e seeasss st 17
2.1 INFECCAO VIRAL.....oooieiieeeieeieseeieee e esis s sses st s s ssses s st sss s s snsssn s sensesenes 17
2.2 ARBOVIROSES......c ettt sttt et ae e b e eneas 17
2.3 VIRUS CHIKUNGUNYA (CHIKV) w..ooevieieieieiee et sesiess s sessssesssssssensssansensssenns 20
2.3.1 Genoma do Virus ChiKUNQUNYA..........cccciiiiiiiiiie e 21
2.3.2 Disseminacao do Virus ChiKUNQUNYE.........c.cceoiiiiiieiie e 22
2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA . ....coeiteeeeteeeeeee et eses s 25
2.5 RECEPTORES TOLL-LIKE. ... e 26
2.6 TLRS E VIA DE SINALIZACAO . ......c.oiiieeeeeieeseeese e esessesas s sssissssssasses s sesssseens 26
2.8. 1 CHEOCINAS. ...ttt bbbt bbbttt b bt e et e bt e bbbt eene e nnas 28
2.6.2 INFIAMASSOMIA. ...ttt bbb b anes 29
2.7TLRsE INFECQOES VIRAIS. .t 31
2.8 ESTRUTURA DOS TLRS....ceiitteiititie ettt 32
2.9 BIOINFORMATICA ...ttt ettt 34
2.9.1 Algoritmos de prediGao fUNCIONAL...........cccoiiiiiiii e 35
2.9.2 Algoritmos de prediGao eStrutural..............cocooieiieiiiiciiccece e 37
2.9.3 Modelagem por NOMOIOGIA. .........coiiiiiiiii e 38
S IUSTIFICAT IV A ettt b et et e e e nneas 40
A OBIETIVOS. ... ettt ettt h et e ettt e rte e sbt e et e e ebeeenbeenneeanes 41
4.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 41

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......coouoieeeieieeteeeeeeeeeee et enas s, 41



5 MANUSCRIPT 1: COMPUTATIONAL ANALYSIS OF DELETERIOUS IMPACT
OF NON-SYNONYMOUS SNPs IN TOLL-LIKE RECEPTORS GENES ASSOCIATED
WITH VIRAL INFECTIONS . ...ttt 42

6 MANUSCRIPT 2: EVALUATION OF THE PROFILE OF CYTOKINES INVOLVED
IN THE INNATE IMMUNE RESPONSE IN PATIENTS INFECTED BY THE

CHIKUNGUNYA VIRUS. e eeeeeeeeeeeeeeeeeee oot e e e e e er e e e e e s eseseeeeseses et aeeeesasereaens 44
7 CONSIDERACGOES FINAIS. ......cooiieeieeeetees e esesses s tenes s sssnen s nisnes s 46
] = = = N0 N TSR 47

ANEXO A e 53



14

1 INTRODUCAO

Desde o final do ano de 2015, o Brasil precisou reorganizar seu servico de salde para o
enfrentamento de recincidentes epidemias de dengue, febre chikungunya e zika, doencas
transmitidas pela picada de mosquitos infectados, como Aedes aegypti e Aedes albopictus. No
entanto, o que deixou o pais em evidéncia na midia mundial, foi o fortalecimento da associacéo
entre o virus Zika e casos de malformacg6es congénitas em recém-nascidos, através de achados
necroscopicos de alta concentracdo viral no tecido nervoso de natimortos acometidos por
microcefalia, caracteristica predominante entre o amplo espectro de malformacdes
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE - MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Atualmente o Nordeste foi a regido que apresentou a maior taxa de incidéncia de casos
registrados de Chikungunya no Brasil, sendo o estado de Pernambuco umas das unidades da
federacdo que apresentou maior numero de casos confirmados (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE - MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Descrita como grave problema de satde publica, a febre Chikungunya é uma doenca viral
reemergente, cujo agente etiolégico, o virus Chikungunya (CHIKYV), foi isolado pela primeira
vez em 1952 por Ross em Newala, atual Tanzania (MARTINS et al., 2020). O termo
“Chikungunya” é um termo derivado da lingua Makonde, lingua de um grupo étnico do sudeste
da Tanzania e norte de Mogambique, que significa “aqueles que se dobram”, pela aparéncia
curva e fortes artralgias observadas nas pessoas infectadas (DIAZ et al., 2019).

No Brasil a febre Chikungunya foi identificada pela primeira vez em setembro de 2014,
quase que simultaneamente nas regides Norte e Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2016),
e de acordo com dados epidemioldgicos de 2021, até o dia 29 de maio foram registrados 36.242
mil casos provaveis de Chikungunya com taxa de incidéncia de 17,1 casos por 100 mil
habitantes no pais (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE - MINISTERIO DA
SAUDE, 2021). O virus Chikungunya (CHIKV), é um virus do género Alphavirus, pertencente
afamilia Togaviridae, que possui genoma de RNA de fita simples e é transmitido por artrépodes
que caracterizam a doenga como uma arbovirose, sendo 0s mosquitos do género Aedes (Aedes
aegypti e Aedes albopictus) os principais vetores (KISER; SOKOLOSKI; HARDY, 2021).

O quadro clinico classico da infeccdo consiste em uma triade que inclui febre, erupcées
cuténeas e dores nas articulagdes (do joelho, tornozelo, pulso, dos pés e méos). O periodo de
incubacdo varia entre 3 a 7 dias, onde os individuos experimentam a fase aguda da infeccéo.

Apo0s essa fase, para alguns acometidos pela infeccéo, dores articulares intensas podem persistir
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por longos periodos, podendo durar meses e anos (LIMA et al., 2020). Além destas
manifestacBes clinicas tipicas, casos mais raros foram relatados, onde alguns pacientes
evoluiram para manifestacdes atipicas, como problemas cardiacos, sindrome de Guillain-Barré
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010) e quadros de danos neuroldgicos associados a infec¢do por
CHIKYV, proeminentes de transmissdes verticais em neonatos de mées infectadas durante a
gestacdo (WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020).

Embora o numero de casos de sindromes neuroldgicas relacionadas a arboviroses tenha
crescido significativamente no pais, a relacdo entre infeccbes por arbovirus e a resposta
imunologica inata desenvolvida ndo esta bem elucidada (RATHORE et al., 2019; TOMAR et
al., 2019). Na atuacdo contra agentes infecciosos, a imunidade inata funciona como primeiro
mecanismo de defesa do organismo, sendo este mecanismo primordial para a consequente
ativacdo da imunidade adaptativa (SORDI et al., 2020).

Os receptores Toll-Like (TLR), principais moduladores da resposta imune inata, séo
proteinas transmembranares responsaveis pelo reconhecimento de antigenos, realizando o
recrutamento de células imunitarias através da geracao de sinais que produzem citocinas pro-
inflamatdrias. Em humanos, foram reportados dez TLRs e de acordo com o local onde estéo
presentes classificam-se em TLRs de superficie celular e TLRs intracelulares (WANG et al.,
2020). Dentre os TLRs reportados na literatura em asssociacdo a virus estdo TLR3, cujo o
impacto de polimorfismos esta associado a infeccdo pelo virus da hepatite B (FISCHER et al.,
2018), TLR4, cuja superexpressao esta associada a doencas inflamatorias vistas como fatores
de risco para COVID-19 (BRANDAO et al., 2020), TLR7 e TLRS, cujas alteraces de variacdes
genéticas influenciam na suscetibilidade & infec¢do pelo virus Chikungunya (DUTTA e
TRIPATHI, 2017), TLR9 e TLR10, genes que possuem a expressao aumentada diante da
infeccdo pelo virus da Dengue (PARTHASARATHY et al., 2018).

As citocinas sdo polipeptideos considerados mediadores importantes do sistema
imunolodgico, e assim como os TLRs sdo essenciais na defesa do hospedeiro contra
microorganismos (SHEA; GADINA; SIEGEL, 2019). Durante investigacdes de desempenho
de citocinas em infec¢des virais foi possivel verificar fases agudas de infeccBes por arbovirus
sendo caracterizadas por aumentos significativos nos niveis de expressao de IL1B e IL18
(HALFMANN; HILL-BATORSKI; KAWAOKA, 2018), bem como por menores valores dos
niveis de expressao de IL-10 em pacientes infectados pelo CHIKV (SEHRAWAT et al., 2018).

Além de contribuirem para aumento na susceptibilidade & diversas infecgdes virais,
polimorfismos em TLR podem também alterar a resposta celular e a producdo de citocinas.

Atualmente a aplicacdo de diversos métodos computacionais para analisar impactos estruturais
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e funcionais ocasionados por polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em proteinas, tem
contribuido bastante para o desenvolvimento de ferramentas de bioinformética, como, por
exemplo, algoritmos de predicdo, recursos on-line capazes de classificar variacbes genéticas
como deletérias ou neutras a estrutura e ao funcionamento de proteinas (YAZAR ; OZBEK,
2020).

Desta forma o presente estudo visa avaliar o impacto estrutural e funcional de
polimorfismos em TLRs associados a infecgdes virais através de algoritmos computacionais e
avaliar niveis de expressdo génica de citocinas envolvidas na imunidade inata e estimuladas
mediante infec¢do pelo virus Chikungunya. Tais resultados podem contribuir para a ampliacéo
do conhecimento acerca da resposta imunoldgica em pacientes, auxiliando no futuro

desenvolvimento de vacinas e medicamentos contra a febre Chikungunya.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INFECCAO VIRAL

Virus sdo considerados pequenos agentes infecciosos, microrganismos acelulares, que
necessitam de células vivas para sua reproducao. Quando aderem as células, e uma vez dentro
delas liberam seu material genético (DNA e RNA), os virus assumem o controle, sendo capazes
de se multiplicar, danificar a funcao celular e destruir células essenciais, ocasionando infeccao
viral. As infeccdes virais podem se manifestar de forma aguda, indicando a producéo rapida de
virus e a eliminacdo répida da infeccdo pelo hospedeiro, e de modo persistente, quando as
infeccOes ndo sdo eliminadas rapidamente e particulas virais podem continuar sendo produzidas
por longos periodos, classificando-se em trés tipos de infecgdes: cronica, de evolucao lenta e
latente. A transmissdo viral ocorre de um hospedeiro para o outro atraves de uma unica espécie
ou de uma espécie a outra. De modo horizontal ou vertical, a transmissdo ocorre por meio de
diversas vias de penetracdo do virus no organismo, como pele, mucosa do trato respiratério,
mucosa do trato digestivo, mucosas da conjuntiva e do trato urogenital (ATLAS DA SAUDE,
2019).

Embora a maioria das infecgdes virais possam ser assintomaticas, sugerindo que em
muitos casos as defesas do hospedeiro sdo capazes de combater os virus antes da manifestacao
dos sintomas das doencas (KAWAI; AKIRA, 2006), o surgimento de novas doencas infecciosas
continua caracterizando as infeccdes virais como emergéncia de salde publica de interesse
internacional, enfatizando a busca por medicamentos antivirais e vacinas, visando a contengédo
de epidemias (CASTRO, 2021).

2.2 ARBOVIROSES

Condicgbes climaticas e ambientais associadas a fatores sociais, como baixo nivel de
escolaridade, pobreza e saneamento escasso, contribuiram para a incidéncia de muitas doencas
transmitidas por vetores nos dltimos anos. Tais doencas correspondem a cerca de 17% da carga
mundial de doencas infecciosas e sdo consideradas ameacas a satde publica, pois mais de 80%
da populagdo mundial vive em areas com risco de transmissdo (AVENDANHO E SAID, 2019).
Dentre os principais tipos de patologias virais que foram descritas como epidemias estdo as
infeccdes ocasionadas pelos virus da Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV),
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arboviroses cujo modo de transmissdo ocorre através do mesmo vetor, 0 mosquito Aedes
aegypti (RODRIGUES et al., 2021).

No Brasil, até o inicio do ano de 2014 apenas a Dengue foi identificada como grave
problema de salde publica, apresentando nimeros alarmantes de casos. Em setembro do mesmo
ano e maio de 2015, respectivamente, os primeiros casos de Chikungunya e Zika foram
confirmados (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). De acordo com o ministério da satde, desde
2016 o Brasil tem passado por epidemias reincidentes de doencas transmitidas pelo Aedes
aegypti. Com base em dados epidemiologicos de 2021, até o dia 29 de maio foram registrados
348.508 mil casos provaveis de Dengue no pais, represetando uma taxa de incidéncia de 164,6
casos por 100 mil habitantes, seguidos de 36.242 mil casos provaveis de Chikungunya com taxa
de incidéncia de 17,1 casos por 100 mil habitantes no pais, onde a regido Nordeste apresentou
a maior taxa de incidéncia, e 2.006 mil casos provaveis de zika (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE - MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Além de fatores como evolucdo, adaptacdo de espécies e alteracbes génicas,
determinantes na producdo de cepas mais virulentas, o clima é considerado um fator
extremamente importante na distribuicdo geografica dos artropodes (CHRISTO, 2015). Por ser
um pais tropical repleto de ecossistemas naturais, além de possuir uma grande diversidade de
fauna composta de muitos artrépodes, como, por exemplo, mosquitos, o Brasil possui
temperaturas anuais médias, o que favorece a adequacdo ambiental para disseminacdo de
arboviroses e consequentemente a producdo de maiores epidemias (HUBER et al., 2018).

Atualmente, a Dengue é ocasionada por infeccdo através de um dos quatro sorotipos
identificados (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4) (ACHYAR et al., 2021), enquanto que
Chikungunya e Zika sdo ocasionadas, respectivamente, pelos virus CHIKV (HSU et al., 2019)
e ZIKV (BROWN et al., 2019), e embora tais arboviroses possuam virus distintos, elas
apresentam sinais clinicos bem semelhantes como, febre, dores de cabeca, erup¢do cutanea e
dores nas articulagbes (MARINHO et al., 2018). No entanto, manifestacdes distintas podem
diferenciar seu diagndstico, a dengue, por exemplo, pode ser caracterizada por febre alta e de
inicio subito variando entre 38,8° a 40,5°C, cefaleia frontal, dor atrés dos olhos, nusea, vomito
(2 a 7 dias) e sinais hemorragicos, em casos de dengue hemorragica. Na Chikungunya, a febre
é mais moderada, as dores articulares sédo de forte intensidade e s&o bem caracteristicas,
podendo durar cerca de dias, meses e até anos, ocorrendo o desenvolvimento de problemas
articulares crénicos. A infeccdo por Zika possui diagnostico diferencial desafiante, porém o

sintoma mais comum sdo as intensas erupcgdes pruriginosas seguidas do aparecimento de
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conjuntivite, sintomas que duram cerca de 3 a 12 dias (BELTRAN-SILVA et al., 2016) (Figura
1).

Figura 1. Diferencas entre Dengue, Chikungunya e Zika (Blasting News Brasil, 2016).
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Além de manifestacGes tipicas, essas arboviroses podem se manifestar de modo nao
comum e pouco conhecido, através de caracteristicas neuroldgicas categorizadas como,
encefalopatia, encefalite e complicacbes neuromusculares (DE FIGUEIREDO E
FIGUEIREDO, 2018). Diversos dados tem relacionado arboviroses a casos graves de
comprometimento do sistema nervoso central, como, por exemplo, casos de sindrome de
Guillain-Barré  (MANCERA-PAEZ; ROMAN; ANAYA, 2018) e microcefalia
(VALDESPINO-VAZQUEZ et al., 2018), doenca caracterizada por condicio neurolégica em
gue o cerebro das criancas nao se desenvolve de maneira adequada, apresentando um perimetro
cefalico menor do que o normal em comparacdo a criancas com a mesma idade e sexo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016).

O numero de casos de manifestacbes neuroldgicas possivelmente associadas a
arboviroses sdo cada vez mais frequentes no Brasil e em toda a América Latina. No boletim
epidemioldgico divulgado pelo Ministério da satde em maio de 2016, 1.434 casos de bebés
com microcefalia e/ou alteragdes no sistema nervoso central foram confirmados no Brasil. O

Nordeste liderou o ranking do nimero de casos registrados, sendo o estado de Pernambuco a
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unidade da federacdo que apresentou maior nimero de casos confirmados, com 354 casos. A
infeccdo materna através do Zika virus foi desde entdo a principal suspeita do aumento da
incidéncia de neonatos com a microcefalia, devido a confirmacao, por meio da analise de
amostras de gestantes submetidas ao método reacdo em cadeia de polimerase (PCR), da
presenca viral no liquido amniético, sendo o virus capaz de atravessar a barreira placentaria.

Embora o mecanismo fisiopatologico das infeccBes por arbovirus e a resposta
imunoldgica materna desenvolvida contra essas doencas durante a gestacdo, ndo estejam
completamente elucidados (RATHORE et al., 2019), estudos sugerem que durante a gravidez,
alteracbes no sistema imunoldgico inato de gestantes, ocasionadas por infec¢Ges, como, por
exemplo, mudangas na concentracdo de citocinas, podem causar mudancgas na arquitetura e
funcdo do cérebro em desenvolvimento, aumentando a susceptibilidade dos bebés a distarbios
neuroldgicos (ESTES; MCALLISTER, 2016).

2.3 VIRUS CHIKUNGUNYA (CHIKV)

A febre Chikungunya,é uma doenca reemergente ocasionada por um Alphavirus, virus
Chikungunya (CHIKV), pertencente a familia Togaviridae, e devido a presenca de sintomas
altamente debilitantes causou grande impacto a satde publica, resultando em morbidade e altos
custos econémicos para as comunidades afetadas. Chikungunya € um termo derivado da lingua
Makonde, lingua de um grupo étnico do sudeste da Tanzania e norte de Mogcambique, que
significa “aqueles que se dobram”, pela aparéncia curva e fortes artralgias observadas nas
pessoas infectadas (DIAZ et al., 2019). Descrito pela primeira vez por Marion Robinson e RCQ
Lumsden (LUMSDEN, 1955) ap6s um surto em 1952 na atual Tanzénia, de acordo com a
organizacdo mundial de salde, desde 2007 esse virus infectou milhGes de habitantes em
diversos continentes, como Africa, Asia, Europa e, mais recentemente, Américas
(TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2016). Até o inicio do século XXI surtos de Chikungunya
ndo eram frequentes. Em 2004, um surto da infeccdo teve inicio em algumas ilhas do Oceano
indico (BURT et al., 2012). Nos anos seguintes, a doenca surgiu na Italia, Franca e india (DIAS
etal., 2018); (GERARDIN et al., 2008), e em 2013 foi introduzida nas Américas atingindo mais
de 40 paises e causando uma epidemia de quase 2,6 milhdes de casos, tornando-se uma ameaca
global (ORGANIZAGCAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2018).

Ao emergir de progenitores enzoGticos, viajantes virémicos, na Africa, juntamente com
vetores Aedes aegypti, 0 virus propagou a disseminacgdo, dando inicio a surtos amplificados

pelo homem na Asia e nas Américas. Tais surtos foram aprimorados por mutacdes que
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adaptaram o CHIKYV para uma infec¢do mais eficiente através de um novo vetor urbano, Aedes
albopictus. Substituicdes de glicoproteinas do envelope viral, bem como a capacidade do virus
de voltar aum ciclo enzodtico que envolve espécies de vetores de mosquitos arboreos e primatas
ndo humanos, facilitaram a disseminagdo e proporcionaram estabilidade endémica ao virus,
permitindo expansdo geogréafica (TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2016).

2.3.1 Genoma do virus Chikungunya

O CHIKV compreende um virus de RNA de fita simples de sentido positivo, com
aproximadamente 12kb de comprimento, sendo um virus composto por proteinas estruturais:
proteina do capsideo (C), duas glicoproteinas que formam o envelope viral: E1 e E2, e proteinas
acessorias (E3, 6K e a proteina transframe TF), e por proteinas ndo estruturais: nsP1, nsP2,
nsP3 e nsP4, responsaveis pelo processo de replicacdo viral. A proteina C, importante para a
construcdo do nucleocapsideo, esta organizada em trés regides (1, Il e 111). A regido | apresenta
residuos carregados positivamente, como o0s aminoacidos Arg, Lys e Pro. A regido Il é
responsavel pela encapsidacdo do RNA gendmico viral e a regido Ill interage com a
glicoproteina E2. O envelope esférico e icosaédrico mede cerca de 60 a 70 nm de didmetro, e 0
nucleocapsideo é envolto por membrana fosfolipidica derivada do hospedeiro. E1 e E2, sdo
importantes para a formacdo de pontas heterodiméricas na superficie. A glicoproteina E1
contém um peptideo de fusdo e se dissocia de E2 quando expostos a acidez do endossomo
presente em células eucarioticas, permitindo a fusdo da membrana e a liberacdo dos
nacleocapsideos ao citoplasma para promover a infeccdo viral. A glicoproteina E2 €
responsavel por se ligar aos receptores celulares para entrar na célula hospedeira através de
endocitose (METZ; PIJLMAN, 2016; WEASER et al., 2015). A proteina E3 é fundamental
para a heterodimerizacdo que ocorre entre E1 e E2 (SINGH et al., 2018), enquanto a proteina
6K ndo possui sua funcdo bem elucidada (ONG; LUM; NG, 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura e genoma do virus Chikungunya. (A) virus CHIKV. (B) Representagdo
esquematica de particulas virais. (C) Representacdo esquematica do genoma viral (METZ; PIJLMAN,
2016).
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2.3.2 Disseminacao do virus Chikungunya

Mosquitos fémeas que buscam hospedeiros sdo infectados ao se alimentarem de
hospedeiros virémicos. O CHIKV primeiro se replica no intestino médio das fémeas e
dissemina para glandulas salivares. O periodo de incubacdo é geralmente de 2 a 5 dias, e com
0 virus disseminado em suas glandulas salivares as fémeas podem transmitir injetando saliva
infectada em hospedeiros durante alimentacdo sanguinea, causando a transmissao horizontal.
O CHIKYV ¢ capaz de se espalhar nos ovarios dos mosquitos, levando a 6vulos infectados e
permitindo a manutencéo viral durante adversas condi¢des quando o ciclo de desenvolvimento
do vetor € interrompido. Apos digestdo do sangue do hospedeiro e maturacdo dos ovos, fémeas
gravidas buscam locais para oviposi¢do (Weaver, Chen e Diallo, 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti (MINISTERIO DA SAUDE, 2020)
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Durante processo de infeccdo a picada do mosquito rompe a pele do hospedeiro
introduzindo o virus no corpo, atraves da ligacdo do virus a receptores presentes na superficie
celular e juncdo do envelope viral com vesiculas de endocitose da membrana (SAHOO,
CHOWDARY, 2019). Apbs modificacdo conformacional do envelope viral, o virus é capaz de
se replicar em células epiteliais e endoteliais, fibroblastos e macréfagos derivados de
mondcitos. O virus pode se dirigir aos linfonodos ou, através da circulagdo sanguinea, pode ser
disseminado em o6rgdos e tecidos periféricos, como, baco, figado, mdsculos, articulacdes,
tecidos linfoides e cérebro, durando o periodo de incubacdo de 3 a 7 dias, onde os individuos
infectados experimentam a fase aguda da infeccdo (MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-
BARBOZA, 2019) (Figura 4).
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Figura 4. Disseminacdo do virus Chikungunya em humanos (LUM; NG, 2015).
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A fase aguda é caracterizada pelo aumento de particulas virais no sangue, que desencadeia
a ativacdo da resposta imune inata, representada pelo aumento da concentracdo plasmatica de
interferons do tipo | (IFNSs), proteinas produzidas por leucdcitos e fibroblastos cuja funcdo é
interferir na replicacdo de virus, estimulando a atividade de defesa de outras citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias (SCHWARTZ ; ALBERT, 2010). Em humanos essa fase dura
menos que duas semanas (7 a 10 dias) e esta presente em areas onde 0s sintomas também estao
presentes, como musculos esqueléticos e articulagdes (do tornozelo, pulso, dos pés e maos)
(NETNATURE, 2016), podendo ser detectada uma carga viral superior a 10° copias do genoma
viral por mililitros de sangue e a presenc¢a da Imunoglobulina M (IgM) para o virus (WEAVER;
LECUIT, 2015). Ainda durante a fase aguda, com base em parametros laboratoriais, para o
diagnostico da infeccdo, podem ser utilizadas técnicas de RT-PCR (Reacdo de Transcriptase
Reversa seguida da Reacdo em Cadeia Polimerase) para deteccdo do RNA viral, testes
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soroldgicos para deteccdo do anticorpo IgM de fase aguda no 5° dia ap6s sintomatologia e 0
IgG apds duas semanas da infeccdo (ZANNOLI et al., 2018).

Durante a fase crénica, a presenca de IgM e 1gG caracteriza a permanéncia do virus em
células musculares. Ocorre incapacidade do corpo se libertar totalmente do virus, contribuindo
para dores articulares intensas e de longos periodos, podendo durar meses e anos
(NETNATURE, 2016). Nessa fase, quadros de artrite, caracterizados pelo infiltrado de células
T, e artralgia sdo comuns, sendo frequentes os casos de poli ou oligoartralgia em joelhos,
tornozelos, mao e punhos (DRAHANSKY et al., 2016). Pacientes com diabetes, hipertensos e
com manifestagdes de dores articulares anteriores, bem como, bebés, criangas e idosos, fazem
parte do grupo de risco do desenvolvimento da fase cronica da febre Chikungunya (OKEOMA,
2016).

Embora a maioria das transmissdes do virus Chikungunya ocorra através de mosquitos,
um modo de transmissdo menos comum que ocorre regularmente, € a transmissao vertical, onde
durante a gravidez ou no momento do nascimento a mée transmite o virus para o seu filho. Tal
modo de transmissao pode ocasionar doencas graves no sistema nervoso central do bebé que
podem ser fatais (WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020);(BURT et al., 2012).

Atualmente ainda ndo existem terapias especificas e eficazes contra o CHIKV, bem como
medicamentos ou vacinas aprovadas para sua prevencao. Seu tratamento é bastante limitado,
incluindo drogas anti-inflamatorias direcionadas ao combate de sintomas ocasionados pela
febre Chikungunya, sendo a fisiopatologia da doenca e 0s mecanismos da resposta imune inata
frente a infeccdo, analisados de modo incompleto (FATMA et al., 2020); (TOMAR etal., 2019).

2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA

A imunidade inata funciona como primeiro mecanismo de defesa do organismo na
atuacdo contra agentes infecciosos, tais como bactérias, fungos e virus, sendo este mecanismo
primordial para a consequente ativacdo da imunidade adaptativa (SORDI et al.,
2020);(MCDONALD; LEVY, 2018). O sistema imune inato caracteriza-se pela rapida deteccao
destes patogenos através de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), responsaveis
pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS), e presentes em
células fagocitarias, células dendriticas e células NK (Natural Killer) (TAGUCHI; MUKALI,
2019).
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2.5 RECEPTORES TOLL-LIKE

Dentre os principais tipos de PRRs atuantes na imunidade inata estéo os receptores Toll-
like (TLRs), proteinas transmembranares responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e pela
ativacdo da resposta imune realizando o recrutamento de células imunitarias através da geracéo
de sinais que produzem citocinas pro-inflamatérias (PORTOU et al., 2015).

Em humanos, foram reportados dez TLRs (TORMANEN et al., 2017), expressos em
diversas celulas imunes, como, macrofagos, células dendriticas (GONG et al., 2018) e
neutrofilos (TESELKIN et al., 2018), todos eles sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico
(MUTOH et al., 2018). De acordo com o local onde estdo presentes os receptores Toll-Like
classificam-se em duas subfamilias, os TLRs de superficie celular, incluindo TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6, e TLR10, e os TLRs intracelulares, localizados no endossomo como,
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9. Os TLRs expressos na superficie celular sdo responsaveis pelo
reconhecimento de componentes da membrana microbiana como, lipidios, lipoproteinas e
proteinas (TLR1, TLR2, TLR5 e TLR6) enquanto os TLRs intracelulares atuam no
reconhecimento de acidos nucleicos provenientes de bactérias e virus (TLR3, TLR4, TLR7,
TLR8 e TLR9) (MEKHEMAR et al., 2017).

2.6 TLRS E VIA DE SINALIZACAO

O reconhecimento de PAMPs promove a dimerizagdo de TLRs intracelulares, esse
processo resulta no recrutamento das principais proteinas adaptadoras, MyD88 (fator
de diferenciacdo mieloide 88) e TRIF (proteina adaptadora contendo o dominio TIR induzindo
interferon PB). A via de sinalizacdo que faz o recrutamento do adaptador MyD88 é conhecida
como via de MyD88, enquanto a via que realiza o recrutamento de TRIF é descrita como via
independente de MyD88 (JIMENEZ-DALMARONI, GERSWHIN E ADAMOPOULOS,
2016). TLRs 4, 7, 8 e 9 iniciam uma cascata de sinalizacdo a partir do recrutamento do
adaptador MyD88, enquanto TLR3 possui como via de sinalizacdo a via independente de
MyD88 ou via TRIF. Tal cascata de sinalizacdo desencadeia na translocacdo nuclear do fator
de transcricdo NF-kB e este consequentemente induz a transcrigdo de citocinas inflamatorias
(VIDYA etal., 2018) (Figura5).

O reconhecimento de componentes microbianos por meio de TLRs contribui para a
producao de citocinas inflamatorias, como TNFa, IL-1, IL-12 (MEKHEMAR et al., 2017), IL-
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6 (BHARGAVAN; KANMOGNE, 2018) e IL-8 (zhu et al., 2018). A liberacdo de citocinas
como, interleucinas (IL-12 e IL-18), fatores de necrose tumoral (TNF), quimiocinas e
interferons (IFN), levam ao processo inflamatorio através do recrutamento de agentes atuantes
da imunidade adquirida como, os linfécitos T CD4, T CD8, macrofagos e células dentriticas
(JAIN et al., 2018).

Figura 5. Via de sinalizacdo dos Receptores Toll-Like. TLRs expressos ativando vias de
sinalizagdes que desencadeiam a translocagdo de fator nuclear kB (NF-kB) ao nucleo celular induzindo

a expressdo de de IFNs do tipo | e citocinas pré-inflamatérias (OZATO et al., 2008).
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2.6.1 Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos considerados mediadores importantes do sistema
imunolodgico, sendo essenciais na defesa do hospedeiro contra microorganismos. Secretadas por
células imunes, como leucdcitos, as citocinas também podem ser produzidas por uma ampla
gama de células em resposta a diferentes tipos de infecgdes. Além de influenciarem a atividade,
a diferenciacéo e o desenvolvimento de uma variedade de células imunoldgicas, as citocinas
também sdo consideradas mediadores de doencas autoimunes e inflamatorias (SHEA;
GADINA; SIEGEL, 2019).

Durante investigacdo de desempenho de citocinas em arboviroses foi possivel verificar
fases agudas da infec¢do caracterizadas por aumentos significativos nos niveis de expressdo de
IL-1 e IL-10 em pacientes infectados pelo virus Zika (HALFMANN; HILL-BATORSKI;
KAWAOKA, 2018), bem como o aumento da expressao de TNFa, IL-6 e IL-10 em pacientes
infectados pelo DENV (SEHRAWAT et al., 2018); PERDOMO-CELIS et al., 2018).

A interleucina IL-6, pode ser produzida por diversos tipos células durante processos
infecciosos, inflamatdrios e cancer. Apos estimulacdo de TLRs através do reconhecimento de
PAMPs, a IL-6 pode ser secretada por mondcitos e macréfagos, bem como pode ser produzida
por fibroblastos, queratindcitos, astrdcitos e células endoteliais apds estimulacédo de IL-1. Por
apresentar funcdo imunoreguladora esta citocina é capaz de regular a proliferacdo e
diferenciacdo das células B e T, sendo importante por coordenar a atividade dos sistemas
imunes inato e adaptativo (GARBERS et al., 2018). Quando produzida por macrofagos e
linfocitos, a IL-6 € considerada uma citocina pro-inflamatéria e sua alta producéo esté associada
ao enfrentamento de infecgdes bacterianas e virais (BRADLEY et al., 2018).

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatéria que exerce uma infinidade de funcdes
imunomoduladoras durante processo inflamatério, sendo altamente expressa por células T CD4
durante infecc¢des virais agudas (KIMBALL et al., 2019). Conhecida por ser fator inibitério da
sintese de citocinas pro-inflamatdrias e por reduzir a ativacdo e as funcdes estimuladoras de
células T, como macrofagos e células dendriticas, a IL-10 é considerada um fator de
crescimento e diferenciagdo para células B podendo promover também respostas de células T
citotoxicas, sendo estd atividade imunogénica relevante nas respostas imunes antitumorais
(GEGINAT et al., 2016).

Interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B) sdo proteinas, produzidas por leucdcitos e
fibroblastos, cuja ativacdo é induzida por PRRs. Tais moléculas desempenham papéis

importantes no sistema imune inato, desencadeando respostas antivirais apos reconhecimento
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dos padrbes moleculares associados a patdégenos por meio dos PRRs, incluindo os TLRs (ZHU
et al., 2019). IFNs tipo sdo capazes de induzir estados antimicrobianos em células infectadas e
células vizinhas limitando a disseminacdo dos agentes infecciosos, e promovem aumento da
atividade das células NK ao apresentar os antigenos, ativando assim o sistema imune adaptativo
(GARCIA-VALERO et al., 2019).

IL-1pB e IL-18, sdo citocinas que apresentam papel crucial na defesa do hospedeiro contra
infeccdes virais, através do aumento de propriedades antimicrobianas e inicio de respostas
imunes adaptativas (KUMAR; RAMACHANDRAN; WARIS, 2018). A citocina IL-1P
apresenta efeito pro-inflamatorio em diversos tipos de células, atuando em varios tipos de
doencas inflamatorias, como acidente vascular cerebral, diabetes e distarbio auto-inflamatério
genético (HONG et al., 2019); DINARELLO, 2009). Apos ativacdo dos TLRs a IL-1pB pode
ser transcrita por monacitos, macrofagos e células dendriticas (DINARELLO et al., 2013).

Expressa por macrofagos, células epiteliais, como queratindcitos, e células dendriticas, a
citocina pré-inflamatoria 1L-18 é conhecida como fator indutor de interferon-gama (IFN-y). A
IL-18 atua como um importante regulador das respostas imunes inatas e adaptativas, sendo
secretada mediante inflamacéo crénica, doencgas autoimunes, variedade de canceres e doengas
infecciosas. Por ser um membro da familia das citocinas IL-1, sua arquitetura lembra a IL-13
(DINARELLO etal., 2013).

Dentre as principais citocinas transcritas durante a via de sinalizacdo dos TLRs, podemos
destacar as interleucinas IL-1B e IL-18, por serem de fundamental importancia para o
funcionamento de inflamassomas, conjunto de multiproteinas que desempenham papel critico
durante progressdes de infec¢bes virais, como, por exemplo, a infeccdo pelo coronavirus
(VORA,; LIEBERMAN; WU, 2021).

2.6.2 Inflamassoma

Inflamassomas sdo complexos proteicos de alto peso molecular que atuam como
mediadores da resposta imune inata e séo formados estruturalmente por receptores do tipo Nod-
Like (NLR), compostos pelos dominios LRR, NACHT e dominio efetor (CARD, PYD ou BIR),
uma proteina adaptadora ASC e uma procaspase-1 clivada em caspase-1 ap6s jungdo de NLR
e ASC. Para que o funcionamento da estrutura do inflamassoma ocorra é necessario que haja a
expressao de todos 0s seus componentes, inclusive de pro-formas de IL-1p e IL-18 transcritas

através da via de sinalizacdo de TLRs ap0s o reconhecimento de PAMPs. Ap6s reconhecimento
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de PAMPs, ocorre a ativacdo de NLR, acoplamento da molécula adaptadora (ASC) por seu
dominio efetor PYD, por exemplo, no dominio PYD existente também no NLR, e ligacdo do
dominio CARD da ASC no mesmo dominio CARD pertencente a procaspase 1. Apds ativacédo
da procaspase 1 ela realiza a transformacédo dos precursores de IL-1p e 1L-18 em moléculas
biodisponiveis através de clivagem (FENINI; CONTASSOT; FRENCH, 2017). De acordo com
o tipo de composicdo do acido nucléico presente no patégeno invasor, a infecgdo viral pode
ocasionar a ativacdo de diferentes tipos de inflamassomas (KUMAR; RAMACHANDRAN,;
WARIS, 2018). Sendo a proteina NLRP3 considerada o inflamassoma mais estudado (HONG
etal., 2019) (Figura 6).

Figura 6. Via de sinalizacdo do inflamassoma. Esquema da NALP3, proteina codificada pelo
gene NLRP3. A figura mostra a transcri¢do das proformas das citocinas IL-1p ¢ IL-18 através de TLRs

e conversdo destes em formas ativas através do inflamassoma NALP3 (PIETROCOLA et al., 2011).
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De acordo com estudos, o processamento e a liberacéo das citocinas pré-inflamatorias I1L-
1B e IL-18, através da ativacdo do inflamassoma, faz parte de uma das respostas imunes inatas

fundamentais frente as infecgdes virais, bem como a infeccao pelo virus da Dengue, responsavel
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pelo aumento da ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células endoteliais (SHRIVASTAVA
et al., 2020).

2.7 TLRS E INFECCOES VIRAIS

Dentre os TLRs reportados na literatura em asssociagdo a virus estdo: TLR3, ativado ap0s
o reconhecimento de RNA de fita dupla (dsSRNA), TLR4 atuando no reconhecimento de
lipopolissacarideos (LPS), TLR7 e TLRS, responsaveis pelo reconhecimento de RNA de fita
simples (ssSRNA), TLR9, ativado apds reconhecer ilhas CpG-DNA ndo metiladas e TLR10,

unico que possui reconhecimento desconhecido (Tabela 1).

Tabela 1: Localizag&o dos TLRs e padrdes moleculares associados a patoégenos reconhecidos por

TLRs relatados na literatura em associacgdo a infeccgdes virais.

Localizacdo do Exemplos de associacéo
receptor viral

_ Zika Virus
TLR3 RNA de fita dupla Endossomo (DANG et al., 2016)

Virus influenza
(PERRIN-COCON et al.,
2017)
Chikungunya virus
TLR7 RNA de fita simples Endossomo (DUTTA E TRIPATHI,
2017)
Chikungunya virus
TLR8 RNA de fita simples Endossomo (DUTTA E TRIPATHI,

Receptor PAMPs

Superficie

TLR4 Lipopolissacarideo
celular

2017)
CpG-DNA néo HIV
TLR9 -t Endossomo  (VALVERDE-VILLEGAS
metiladas
etal., 2017)
. Superficie Virus influenza
TLR10 Desconhecido celular (LEE et al., 2014)

Mediante alteracdes estruturais, ocasionadas por variaces genéticas em sequéncias

de aminoéacidos que codificam dominios de TLRs, respostas estabelecidas por TLRs



frente & doengas infecciosas podem ser alteradas, ocasionando aumento na
susceptibilidade do hospedeiro a infecgdes virais (MUKHERJEE; HUDA; SINHA
BABU, 2019); (DUTTA; TRIPATHI, 2017).

2.8 ESTRUTURA DOS TLRS

TLRs sdo evolutivamente conservados e caracterizados por possuirem dominios
estruturais comuns, como, um ectodominio composto por repeti¢ces ricas em leucina
(Lrrs), um dominio transmembrana (TM) e um dominio intracelular, também conhecido
como cauda citoplasmatica composta por uma regido conservada conhecida como,
receptor IL-1 de dominio Toll (TIR) (MAEDA; AKIRA, 2016). O ectodominio da
proteina TLR se assemelha a uma estrutura solendide curvada em forma de ferradura e
conttm um numero varidvel de LRRs, desempenhando um papel critico no
reconhecimento de PAMPs através da interacao entre LRRs e componentes da membrana

microbiana e acidos nucleotidicos de bactérias e virus (XU et al., 2019)(Figura 7).

Figura 7. Estrutura do Receptor Toll-Like. A figura apresenta os dominios presentes nos
TLRs. Adaptado de (GAO et al., 2017).

Ectodominio
(LRR-Repeticdes ricas em leucina)
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|
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Repeticdes ricas em leucina (LRRs) sdo segmentos de 20 a 30 aminoacidos, com
predominancia do aminoacido hidrofébico Leucina. Cada LRR possui um segmento

variado e um segmento altamente conservado, este Ultimo é caracterizado pela
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padronizacdo de uma repeticdo de pelo menos 11-12 residuos formando a sequéncia
consenso LxxLXLxxN(Cx)xL, onde N representa uma asparagina conservada, podendo
ser também treonina, Serina ou Cisteina, X simboliza qualquer aminoacido e L representa
residuos hidrofobicos conservados incluindo ndo apenas Leucina como também
Isoleucina, valina, metionina e fenilalanina, sendo a leucina o residuo mais prevalente.
Residuos hidrofébicos compdem um nucleo hidrofébico e sdo de fundamental
importancia por fornecer estabilidade lateral aos LRRs presentes na estrutura (GONG et
al., 2010); (WEI et al., 2008) (Figura 8).

Figura 8. Motivo LRR-TLR3. Nucleo hidrofébico composto por residuos que formam a
sequéncia consenso XL2XXLSXL7XXNxL12xxL®xxxxF®xxL?*x (CHOE; KELKER; WILSON,
2005).

Todos os dominios de LRRs encontrados em proteinas tendem a formar estrutura
solenoide composta por face convexa e cncava. Cadeias beta compdem, em grande parte,
a face concava, formando o local onde ocorrera a ligacdo entre ligantes patogénicos e a
proteina. Residuos variaveis (x), presentes na sequéncia consenso, sdo comumente
expostos ao solvente, enquanto quando que os residuos conservados, como a leucina e
outros aminoacidos hidrofdébicos, sdo voltados para o interior, no nucleo da estrutura
solenoide. A ocorréncia de desvios em sequéncias consenso poderdo gerar segmentos
mediadores capazes de interromper tais regides solenoides, a ponto de proporcionar
flexibilidade estrutural a LRR (HELFT et al., 2011).

O dominio TIR é responsavel pela propagacdo de sinais que iniciam a via de

sinalizacdo dos TLRs, recrutando proteinas adaptadoras presentes no citoplasma. Tal
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dominio representa uma regido citoplasmatica conservada da proteina, composta de 135
a 160 aminoacidos, e facilita as interacbes que ocorrem entre proteinas-proteinas e
proteinas-moléculas sinalizadoras, durante transducdo de sinais. Bem como ocorre no
ectodominio, no dominio TIR a maioria dos residuos conservados se encontram no nucleo
hidrofébico da estrutura, enquanto que residuos varidveis, hidrofilicos, sdo expostos na
superficie (BADRI; HYUN; PARK, 2015).

Atualmente diversos estudos tem associado polimorfismos em importantes
dominios dos TLRs ao aumento na susceptibilidade a infec¢des virais, como por exemplo,
a contribuicdo de polimorfismos ndo sinénimos (rs179008, rs3764880), respectivamente
presentes em TLR7 e TLR8, para a susceptibilidade e gravidade da dengue em pacientes
da india Oriental, onde os polimorfismos apresentaram associacdo significativamente
positiva com a doenca, podendo atuar como potenciais biomarcadores prognésticos
(MUKHERJEE; TRIPATHI, 2019); bem como a associa¢do significativa entre os
polimorfismos rs3853839 (3°UTR) (RAUSEO; FERNANDEZ-MESTRE, 2019) e
rs179010 (Intrdnico) em TLR7 e rs764879 (Intrébnico) em TLR8 e o aumento na
susceptibilidade a infeccdo pelo virus Chikungunya (DUTTA; TRIPATHI, 2017).

2.9 BIOINFORMATICA

Embora seja considerada frequentemente um subcampo independente da biologia, a
bioinforméatica € uma ciéncia interdisciplinar entre biologia e informatica, que consiste na
aplicacdo de conhecimentos bioquimicos, biofisicos, matematicos e estatisticos,
desempenhando um papel indispensavel e de vérias aplica¢fes na ciéncia (CHEN; KURGAN,
2012). Definida como desenvolvimento ou aplicagdo de ferramentas computacionais, a
bioinformética é vista como um avanco tecnolégico de alto rendimento que permite a geracéo,
0 acesso e a interpretacdo de grandes quantidades de dados bioldgicos através da comunidade
cientifica (GREENE et al., 2014)(KORCSMAROS; SCHNEIDER; SUPERTI-FURGA, 2017).

A aplicacdo de métodos computacionais a ciéncia com o intuito de analisar, através da
visualizacdo da influéncia genotipica sobre o fenétipo, impactos estruturais e funcionais
ocasionados por polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em proteinas, prevendo efeitos
moleculares em regides codificadoras e ndo codificadoras, tem contribuido para o
desenvolvimento de diversas ferramentas de bioinforméatica. Tais ferramentas estdo sendo

utilizadas como métodos desenvolvidos para contornar limitac6es apresentadas por métodos de
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andlises in vitro através da identificagdo de possiveis potenciais novos biomarcadores (Wagih
etal., 2018).

Em constante evolucéo, a bioinformatica se refere a imenso campo de pesquisa que se
baseia em milhdes de algoritmos, caracterizados para varios bancos de dados (SOHAIL; ARIF,
2020). Algoritmos sdo designados como programas que permitem analises de grandes
quantidades de dados de sequenciamento, oferecendo suporte para caracterizacdo experimental
de alelos associados a doengas em um curto espaco de tempo, a fim de economizar recursos
humanos. Estes programas realizam suas analises através da utilizacdo de diferentes
parametros, como, por exemplo, a conservagdo da sequéncia Unica dos aminoécidos presentes
no gene, através de alinhamentos de multiplas sequéncias de genes homologos em espécies
diferentes, e caracteristicas estruturais, que analisam alteracbes em propriedades fisico-
guimicas (NG et al.,2018).

2.9.1 Algoritmos de predicéo funcional

Algoritmos de predicdo funcionam como recursos on-line utilizados para previsao
automatizada de estimar efeitos da substituicdo de aminoacidos, através de SNPs néo
sinbnimos, na estrutura e funcionamento de proteinas. Tais variagfes podem ser classificadas
como deletérias ou benignas de acordo com critérios e pontuacbes estabelecidas por cada
algoritmo (DEHGHANPOOR et al., 2018).

Algoritmos de predic¢do funcional auxiliam no preenchimento de lacunas existentes entre
mutacdes e variacOes fenotipicas, contribuindo para o estudo aprimorado de diversas doencas.
Usuérios de tais ferramentas podem obter informacdes sobre variantes de nucleotideo Unico,
prevendo se a substituicdo de aminoacidos pode ser prejudicial a funcdo de proteinas presentes
em organismos de interesse através da comparacao em bancos de dados pré-computados com
previsdes gendmicas disponiveis para diversos organismos (VASER et al., 2016).

Para processamento dos resultados a maioria dessas ferramentas necessita de informacdes
prévias, arquivos de entrada complementares, como, por exemplo, substituicdes de
aminoacidos e sequéncia das proteinas no formato FASTA. Além disso, alguns algoritmos
baseiam-se em calculos matematicos que comparam nsSNPs com bancos de dados que contém
polimorfismos com efeitos deletérios descritos. Tal mecanismo é conhecido como método de
aprendizado supervisionado que analisa dados reconhecendo padrdes através de treinamento.
Dentre as principais metodologias estatisticas utilizadas através dos algoritmos de predicéo,
capazes de realizar a técnica de aprendizado de maquina estéo, support vector machine (SVM),
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Random Forest (RF) e Artificial Neural Network (ANN) (DEHGHANPOOR et al., 2018). SVM
funciona como uma técnica estatistica de métodos de aprendizado supervisionado, necessitando
de um conjunto de dados de treinamento como entrada para, apos o reconhecimento de padrdes,
ser capaz de classificar cada entrada em duas possiveis categorias, sendo 0 SVM um
classificador linear binario ndo probabilistico usado para classificagdo e regressdo
(GUENTHER; SCHONLAU, 2016). Assim como 0 SVM, o RF é um método de classificagdo
e regressdo linear que utiliza um conjunto de amostras e variaveis de treinamento selecionadas
aleatoriamente. RF torna-se um método diferente por construir diversas arvores de decisdo
randomizadas e por ter seu resultado baseado em uma média dos resultados independentes de
cada arvore (BELGIU; DRAGU, 2016). O método Artificial Neural Network, ou redes neurais
¢ um sistema inspirado na estrutura e funcionamento das redes neurais bioldgicas. As redes
neurais aprendem a executar tarefas com base em dados observacionais fornecidos para
treinamento, processando informacBes de modo andlogo ao cérebro humano (GERVEN;
BOHTE, 2017).

Dentre os principais algoritmos funcionais descritos na literatura estdo, SIFT, algoritmo
frequentemente utilizado para priorizar a predi¢cdo de variantes ndo sinébnimas ou sem sentido,
classificando a alteracdo de aminoécido como tolerante ou prejudicial, levando em consideragéo
a conservacdo de sequéncias homologas de proteinas (VASER et al., 2016); PolyPhen-2,
algoritmo que realiza anotac¢des funcionais de polimorfismos de nucleotideo Unico se baseando
em consideragdes evolutivas estruturais e alinhamento de sequéncia mdltiplas de proteinas,
estimando a probabilidade da mutacbes ndo sinénimas serem benignas ou prejudiciais
(ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013) (Figura 9); e Mutation Assessor, algoritmo que
baseia sua previsdo apenas na conservacao de sequéncias, utilizando alinhamento de sequéncias
e empregando modelos matematicos para alcancar seus resultados, ndo sendo influenciado pela

selecdo de um conjunto de dados em treinamento (FROUSIOS et al., 2013).
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Figura 9. Resultado detalhado da analise do algoritmo PolyPhen-2 para consulta de variante Unica
(ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013).

PolyPhen-2 report for P35498 L1775P

Query
Protein Ace  Position AA; AAz Description

Pas4ss 1775 L Canonical; RecName: Full=Sodium channel protedn type 1 subunit aipha; AltName: Full=Sodium channel protein brain | subunit alpha; Althame: Full=Sodiut
channel protesn type | subunit alpha; AltName: Full=Voltage-gated sodium channel subunit alpha Nav1.1; Length: 2009
Results
+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

0,00 020 0.0 0,50 0,80 1.00

CuER VPP TEPS

2.9.2 Algoritmos de predicédo estrutural

O funcionamento e a regulacao proteica sdo fatores importantes que podem ser afetados
por alteracGes na estabilidade e estrutura da proteina. Efeitos de variantes ndo sinbnimas podem
prejudicar alteragdes conformacionais necesséarias para o bom funcionamento de muitas
proteinas, como, por exemplo, o dobramento de proteinas, bem como podem prejudicar a
interacdo que ocorre entre as moléculas da proteina, as interfaces de interacdo de proteinas, a
solubilidade e a estabilidade das moléculas. Com base na visualizacdo de estrutura
tridimensional, nos maltiplos alinhamentos de sequéncias homologas e em analises através de
simulacdes de dindmica molecular (SDM), tais efeitos estruturais provocados por alteragoes
mutacionais podem ser examinados in silico (SEIFI; WALTER, 2018).

Através da bioinformatica, ferramentas podem ser desenvolvidas e utilizadas para
modelar uma estrutura estatisticamente valida para diversas macromoléculas. A identificacdo e
a construcdo hipotética de um modelo estrutural podem contribuir para a compreensdo de
aspectos da funcdo bioquimica molecular, apoiando-a experimentalmente, reduzindo o tempo
de pesquisa e o uso de recursos de modo econdmico (PATEL; SINGH; PATEL, 2019).

A partir da modelagem computacional de estruturas moleculares, algumas ferramentas
foram propostas para analise de impactos que variacdes podem ocasionar a estrutura e por
consequéncia, ao funcionamento de proteinas. Algoritmos de predi¢do estrutural sdo
ferramentas utilizadas para previsdes automatizadas de efeitos de mutagdes em estruturas

proteicas (YANG; ZHANG, 2015), relatando a correlagdo entre mutacGes de base Unica e
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diversas doencas, e classificando tais variantes como deletérias ou neutras (ALNUMAIR,;
MARTIN, 2013). Além disso, algumas dessas ferramentas sdo capazes de prever mudancas
sobre a estabilidade das proteinas, ocasionadas por variantes, com base na interacdo entre os
aminoacidos e na variacdo da energia livre de Gibbs, designando as mutacbes como
estabilizantes ou desestabilizantes. Tais métodos necessitam da estrutura 3D da proteina e/ou
abordagens baseadas em sequéncias, e alguns destes atribuem aos seus resultados beneficios
que possam contribuir para uma melhor precisdo. Entre os algoritmos estruturais descritos na
literatura (I-Mutant 2.0 (CAPRIOTTI et al., 2013); PoOPMuSIiC (DEHOUCK et al., 2009)), o
MAESTRO tem se destacado por apresentar precisdo melhor que os métodos concorrentes,
oferecendo valores de confianca de predicdo aos seus resultados, bem como, atuacdo em

proteinas multiméricas e avaliacdo de possiveis pontes dissulfeto (LAIMER et al., 2016).

2.9.3 Modelagem por homologia

Modelagem por homologia € um método computacional amplamente utilizado
para identificar caracteristicas estruturais da proteina através de sua sequéncia de
aminoacidos. Através da estrutura gerada muitas ferramentas sdo capazes de definir as
interagdes moleculares por meio de programas de visualizacdo de estruturas
tridimensionais (MUHAMMED, 2019).

H& mais de 25 anos o servidor SWISS-MODEL foi o pioneiro no campo da
modelagem de proteinas totalmente automatizado, sendo um dos servidores mais
utilizados no mundo. Neste servidor o fluxo de modelagem por homologia consiste em
varias etapas faceis de aplicar, mas o primeiro passo da modelagem é a selecdo de uma
proteina 3D estruturalmente conhecida, determinada pela sua sequéncia de aminoacidos,
que servira como modelo para a estrutura alvo. Os dados de entrada fornecidos na
primeira etapa servem para a busca de estruturas que estdo relacionadas a evolucao
(WATERHOUSE et al., 2018).

Apesar da estrutura da proteina ser mais conservada, de modo que a mudanca na
sequéncia ocorra de forma mais lenta durante a evolucdo, na prética é dificil encontrar
modelos completos que apresentem 100% de identidade de sequéncia para a proteina alvo
repetitiva, devido a diferentes numeros repetidos e arranjos variados (SIKOSEK, 2019).

Embora seja considerado o metodo mais preciso de predicdo computacional da
estrutura proteica, com menor tempo e maior custo-beneficio, esta técnica apresenta

ressalvas fundamentais atreladas a funcionalidade do modelo. Tal funcionalidade



depende totalmente da qualidade da estrutura 3D gerada, sendo de fundamental
importancia maximizar a qualidade da modelagem. A importancia biolégica que os
resultados da modelagem possibilitam, atraves da visualizacdo do funcionamento
proteico a nivel molecular, estd diretamente relacionada ao aumento no ndmero de
complexos depositados por ano no Banco de dados de Proteina (PDB) (WATERHOUSE
etal., 2018).

Alguns estudos descrevem a importancia da modelagem por homologia no
direcionamento de terapias para o tratamento de infeccGes virais, contribuindo na busca
por medicamentos ainda inexistentes. Assim como o desenvolvimento de uma
representacdo tridimensional da estrutura da proteina do envelope do virus zika (ZVEP)
(FERNANDO et al., 2016), para analisar os locais nos quais os ligantes e as moléculas
semelhantes a drogas interagem, afim de avaliar se a proteina alvo é susceptivel a inibicédo
por meio de drogas e assim encontrar um ponto de partida para a descoberta de
medicamentos direcionados ao virus Zika e outros patdgenos emergentes (EKINS et al.,
2016).
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil é um pais tropical que favorece a propagacdo do mosquito Aedes aegypti, e
consequentemente de arboviroses que utilizam este mosquito como vetor. Desde de 2015, o
numero de casos de sindromes neuroldgicas, possivelmente relacionadas a arboviroses, cresceu
significativamente no Brasil, como, por exemplo, a correlagdo entre a infecgdo por ZIKV em
gravidas e casos de bebés com microcefalia, dentre outras sequelas, e a correlacdo entre a
infeccdo por CHIKYV e o nascimento de bebés com graves doencas no sistema nervoso central.
A imunidade inata materna exerce um papel relevante no desenvolvimento da imunidade inata
do feto. Além deste fato, a recidiva de infeccBes por Arboviroses podem levar ao
comprometimento do sistema imunoldgico dos pacientes. Desta forma, o presente estudo tem
por objetivo avaliar potenciais variantes genéticas em receptores Toll-Like e alteracdes no perfil
de expressdo de moléculas em amostras de pacientes infectados por Chikungunya, de modo a

esclarecer os mecanismos utilizados pelo sistema imune inato em resposta a infecgéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar polimorfismos em TLRs associados as infeccdes virais e o perfil de expressdo

génica de citocinas em amostras de pacientes portadores da febre Chikungunya.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar através de ferramentas de bioinformatica, o impacto de variantes genéticas
na estrutura e funcéo dos genes TLR3, 4, 7, 8, 9, 10, reportados na literatura em associacdo as

infecces virais

o Determinar o perfil de expressdo das citocinas IL-1f, IL-10, IL-18 e IFN-$ em pacientes

portadores de febre Chikungunya
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Abstract

The Toll Like Receptors (TLRs) are the principal modulators of innate immune system performing a
central role in identification of foreign infection in mammals. Many viruses are reported to activate
the immune response through TLRs, and subsequently mutations in this receptor can interfere with
individual susceptibility. Therefore, the detection of TLR variants that functionally and structurally
affect the protein, and all the downstream pathways, may indicate a predisposition of a population for
a given viral infection. Materials and methods: A total of 16 prediction algorithms were used for
functional evaluation of non-synonymous variants (nsSNV) in TLR3, TLR4, TLR5, TLR8, TLR9
and TLR10. Through a binary system (BScore), the outputs were converted into a rank of absolute
numbers according to the concordance of deleterious effects of each variant. Template-based
modeling was performed to evaluate the changes in the protein structure and to predict the Gibbs free
energy, which can disturb the receptor-ligand interaction, as well as different characteristics of the
mutant protein. Results: A total of 2,337 nsSNVs were identified in the seven TLRs evaluated, more
than 70% located at the ectodomains. After the evaluation by the algorithms, we selected 13 nsSNVs
that may impair the function of six TLRs involved in virus recognition. The most consistent results
were observed for TLR3 p.Leu532Pro, identified as deleterious in all algorithms, and TLR4
p.Leud52Arg, evaluated as neutral in only one (FATHMM). On the other hand, TLR8 p.Asp663Tyr,
was the most contradictory variant studied, showing the lowest BScore for functional prediction,
together with conflicting evaluation in the structural prediction algorithms. Conclusions: the
computational analysis of TLRs can provide insights about the populational susceptibility in episodes
of viral infection with modified / new strains. Clinical and laboratory evidence will support how these

variants can impact in viral epidemiology in different populations.

Keywords: algorithms ¢ bioinformatics * polymorphism ¢ Toll-Like Receptors (TLR)
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ABSTRACT

Chikungunya fever is a viral disease caused by the Chikungunya virus (CHIKV). Among the
most common symptoms are fever and, in some patients, inflammation in the joints that can
last for months or years, causing severe pain, swelling and movement limitation. The
mechanism related to the chikungunya inflammation is not well understood. Therefore, the aim
of the present study was to evaluate the expression of cytokines in patients infected by CHIKV.
Materials and methods: A total of 43 blood samples from individuals in the acute phase of
CHIKYV infection and 13 healthy individuals (1S), uninfected and used as a control group, were
included in the study, to evaluate the expression of cytokines IL-1f, 1L-10, IL-18 and IFN-f
using the real-time PCR technique. Results: IL-18 mRNA expression levels were
downregulated in all infected patients, while was not observed a single expression pattern for
IL-1B. There is a positive correlation between IL-1p and I1L-18 genes. IL-1p levels are lower
while IL-18 levels are higher in women. Lower levels of IL-1 mRNA expression and higher
levels of IL-18 mMRNA expression were associated with aging. Conclusion: IL-1p and IL-18
may have a role in Chikungunya fever, and further studies could being highlight these genes as

good markers for therapeutical approach.

Keywords: Chikungunya, Innate Immunity, Cytokines
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho as expressoes de IL-1p e de IL-18 foram as mais frequentes, sugerindo que

tais genes foram identificados como possiveis potenciais biomarcadores. Os valores mais altos
de expressdo de IL-1p parecem estar mais relacionados com a infecgdo pelo CHIKV. Tais
valores poderiam contribuir com alteragdes nos niveis de expressdo de Receptores Toll-Like e
inflamassomas, moléculas importantes no reconhecimento de PAMPs e que atuam em
infecces virais agudas.
Embora mais frequente nos pacientes, a I1L-18 apresentou nivel de expressdo mais baixo em
todos os grupos, quando comparado a IL-1p, estando todos os pacientes downregulated. N&o
foi possivel observar perfis para IL-10 e IFN-B, ja que tais citocinas apresentaram baixa
expressdo em pacientes infectado por CHIKV, ndo havendo diferenca estatisticas entre 0s
grupos.

Através das andlises por ferramentas de bioinformatica conseguimos encontrar
polimorfismos com elevado potencial deletério, como, por exemplo, TLR3 p.Leu532Pro,
previsto como prejudicial funcional por todos os algoritmos de predicéo, apresentando efeito
de desestabilizagdo por algoritmos de predicdo estrutural; TLR4 p.Leud52Arg e TLR7
p.Leul79Arg, que além de serem previstos como deletérios pela maioria dos algoritmos, foram
0s nsSNPs que resultaram em maior variacdo na hidrofobicidade (0,943). Analises nas
estruturas tridimensionais disponiveis corroboraram com os resultados dos algoritmos, devido
a presenca e ao impacto que tais mutacGes ocasionam, por ocorrem em regides altamente

conservadas.
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para permitir um acompanhamento adequado pela equipe médica. Os dados obtidos serdo publicados
mantendo a sigilo em relagio a identidade dos pacientes. Dissertagies de mestrado e teses de doutorado
estio vinculadas ao desenvolvimento deste projeto, que j& conta com recursos
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