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RESUMO

O virus Chikungunya ¢, atualmente, uma grande problematica na epidemiologia mundial e,
constantemente, sao buscadas melhorias nas formas de diagnosticos e tratamentos. O CHIKV
¢ envelopado e possui 3 componentes de envelope. Com o reconhecimento dessas proteinas,
torna-se possivel identificar o virus no soro humano. Isso posto que, no organismo humano, a
ligagdo antigeno-anticorpo se faz presente nas tentativas do sistema imune de reconhecer e
atacar um patogeno desconhecido. Analisando o potencial dessa ligacdo, tem-se uma forma de
diagnostico: o teste de captura de antigeno. Como forma de potencializar o desenvolvimento
de um método de deteccdo de antigeno e o diagndstico precoce, utiliza-se a bioinformatica,
com predi¢gdes do antigeno. Dessa forma, o estudo tem como objetivo predizer os epitopos da
proteina E1, utilizando-se de softwares e bases de dados para esses principios. As ferramentas
utilizadas, ElliPro,, Discotope, SEPPA 3.0, BepiPred 2.0, Kolaskar and Tongaonkar, Chou and
Fasman, Emini, Parker, Jameson- Wolf, Karplus-Schulz e Kyte-Doolittle, determinam analises
voltadas para antigenicidade, hidrofilicidade, flexibilidade, acessibilidade e volta-beta. Os
resultados, a partir da conjugagao dos dados obtidos, foram analisados e a partir das regides de
epitopos que foram demarcadas. Esses resultados determinam uma maior assertividade nas
regides resultantes, possibilitando maior confiabilidade em seus usos para uma possivel forma
de diagnodstico com possiveis aplicagdes nos paises subdesenvolvidos. A possibilidade de
desenvolvimento de um teste a partir dos dados de bioinformatica, objetivando a captura do
antigeno, ¢ determinada como uma forma de testagem simples e barata. Esses diagndsticos
podem, ainda, ser feitos no proprio ponto de atendimento ao paciente, sendo um teste de
point-of-care, sem necessidade de grandes amostras para analise e possui aplicabilidade em
massa, fatos esses que ressaltam a importancia do estudo apresentado.

Palavras-chave: CHIKV; Antigenicidade; Predigao.

1 INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) ¢ pertencente ao género Alphavirus, distribuido
mundialmente de forma abundante, causando epidemias em diversas localidades. Suas
primeiras apari¢des foram registradas no continente africano, ganhando amplo rearranjo ao
longo dos anos. A taxa de mutagdes, resultando em variantes, foi um dos principais motivos
para a melhor adaptagdo do virus e para a expansdo que ocorreu no inicio do século 21.
Segundo Silva (2018), o primeiro caso de CHIKV nas Américas foi registrado em 2013,
sendo, no Brasil, no ano de 2014 ¢ notificado em crescentes atualmente, devido a sua
similaridade com outras arboviroses também presentes no pais.

O virus Chikungunya ¢ envelopado e as proteinas estruturais contém trés componentes
de um envelope (E), sendo eles E1, E2 e E3. Essas proteinas estdo presentes na superficie dos
virus, dessa forma, os agentes externos reconhecem essas (Silva, 2018). Tendo em vista o
potencial de reconhecimento dessas proteinas, torna-se possivel a utilizagdo dessas estruturas
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como forma de identificacdo desses virus em soro humano, principalmente as proteinas El e
E2 que sdo mais presentes. Essa nova alternativa apresenta-se como uma forma de diagndstico
da doenca, trazendo beneficios clinicos para os pacientes e laboratoriais para os profissionais.
A imunologia ¢ um estudo referente as propriedades de defesa fisioldgica, junto das
células presentes nesse sistema, consistindo, também, nas andlises referentes a patologias. No
que diz respeito a doengas virais, ¢ de suma importancia destacar o papel determinador da
ligacdo antigeno-anticorpo. No organismo humano, essa ligacdo se faz presente nas tentativas
do proprio sistema imune de reconhecer e atacar o patdogeno desconhecido, visto que a
imunidade adaptativa contra infec¢des virais € mediada pelos anticorpos (Abbas et al., 2023).
Além disso, ao analisar o potencial dessa ligacdo antigeno-anticorpo como forma de
diagnostico ¢ de extrema importancia citar o teste de captura de antigeno. O desenvolvimento
desse teste se baseia na detec¢ao da presenca de antigenos virais nas amostras analisadas e a
utilizagdo de anticorpos contra as sequéncias proteicas referentes a infeccdo em questdo
(Valotto, 2021). Essa analise possibilita uma detec¢do precoce, tendo em vista que as
particulas antigénicas causadoras da doenga estdo no organismo desde o inicio do seu
desenvolvimento. Nesse contexto, para o desenvolvimento de um método de deteccao de
antigeno, a bioinformatica se faz presente como uma importante aliada no estudo de regides

virais que podem ser utilizadas nas areas de diagnostico e desenvolvimento de vacinas
(Colombarolli, 2018).

2 MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de se obter informagdes referentes as predicdes desejadas, bancos de
dados online e softwares foram utilizados. Inicialmente, o banco de dados online do UniProt
foi utilizado para obten¢do da sequéncia de aminoacidos referente a proteina de analise, a E1
do CHIKYV (cédigo F2YT114).

A partir dos resultados obtidos, usufrui-se do software online IEDB Analysis Resource
para analisar predi¢cdes lineares como: epitopos, antigenicidade, volta beta, superficie
acessivel e hidrofilicidade. Em contrapartida, a sequéncia foi também aplicada no software
ChimeraX, a fim de se obter a estrutura 3D esperada dessa proteina para que outras predigdes
pudessem ser feitas a partir dessa analise.

As ferramentas utilizadas para as predi¢des durante o projeto estdo descritas a seguir:

e BepiPred Linear Epitope Prediction 2.0: prediz epitopos, representando as regides da
proteina onde ha campo de interagdo com o sistema imune (JESPERSEN et al, 2017);

e Kolaskar and Tongaonkar Antigenicity: determina a capacidade de uma sequéncia provocar
resposta imune (KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990);

e Chou and Fasman Beta-Turn Prediction: indica as sequéncias presentes em regides de
volta-beta (CHOU; FASMAN, 1978);

e ElliPro Antibody Epitope Prediction: determina areas de epitopos descontinuos a partir da
estrutura 3D da proteina (PONOMARENKO et al, 2008);

e Emini Surface Accessibility Prediction: a andlise das regides expostas determina a
possibilidade da ligacdo com o anticorpo ocorrer de forma eficiente (EMINI, 1985);

e Parker Hydrophilicity Prediction: determina a probabilidade de uma sequéncia ser
encontrada em meio hidrofilico, facilitando assim, a ligacdo com o anticorpo (PARKER,
1986);

e Jameson- Wolf Antigenicity: prediz determinantes antigénicos potenciais a partir de
métodos de combinagao para predigdes de estruturas de proteinas (JAMESON; WOLF, 1988);
e Discotope Structuer-based Antibody Prediction: utilizado para predizer epitopos
descontinuos a partir de estruturas de proteinas 3D (ANDERSON; NIELSEN; LUND, 2006);
e SEPPA 3.0: determina predi¢des de epitopos espaciais a partir de proteinas antigénicas
(CAO, 2023);
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e Karplus-Schulz Flexibility: indica a flexibilidade das cadeias das sequéncias referéncia
(KARPLUS; SCHULS, 1985);

e Kyte-Doolittle Hydropathy: determina regides de hidropatia em proteinas a partir das suas
sequéncias de aminoacido (KYTE; DOOLITTLE, 1982).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Além da estrutura linear obtida a partir da sequéncia de aminodcidos, ¢ essencial
destacar a importancia do modelo 3D para outras predi¢des relacionadas a tematica. Isso esta
correlacionado com a realidade da ligagdo anticorpo-antigeno, visto que as proteinas nio sao
encontradas em estruturas primadrias, sendo essencial uma modelagem espacial para maior
entendimento acerca dos parametros para tal ligagao.

Dessa forma, o software ChimeraX foi utilizado a fim de se obter uma estrutura 3D
final referente a proteina E1 do CHIKYV. Essa ferramenta utiliza-se da sequéncia linear da
proteina referida, em conjunto com bases de dados internas para proporcionar um resultado
que se aproxime da realidade. No caso da E1, a situacdo tornou-se mais complicada, visto que
a sequéncia de aminoacidos nao estava diretamente relacionada com nenhuma modelagem 3D
existente nos registros mundiais. Assim, o software utiliza um mecanismo para simular,
proximo a realidade, a estrutura da proteina. Ele correlacionou a E1 com proteinas similares e
j& coexistentes, além de utilizar da estrutura da E1-E2 para oferecer a estrutura hipotética e
esperada na proteina requerida. Com isso, um documento com a modelagem foi obtido e esta
representado na Figura 1.

Figura 1: Estrutura da proteina E1 em modelagem 3D obtida a partir do software ChimeraX.

Fonte: Autoria propria, 2024.

De posse da estrutura primaria da E1 (sequéncia de aminoacidos), junto da modelagem
3D da proteina, foi possivel iniciar-se as predi¢cdes necessarias para o desenvolvimento do
estudo. Em relacao ao material utilizado para as predicdes, as analises sdo separadas em dois
grupos: as que utilizaram sequéncia linear e as que utilizaram a modelagem 3D. As
ferramentas ElliPro Antibody Epitope Prediction, Discotope Structuer-based Antibody
Prediction e SEPPA 3.0 utilizam-se da estrutura especial para suas predi¢des, enquanto
BepiPred Linear Epitope Prediction 2.0, Kolaskar and Tongaonkar Antigenicity, Chou and
Fasman, Beta-Turn Prediction, Emini Surface Accessibility Prediction, Parker Hydrophilicity
Prediction, Jameson- Wolf Antigenicity, Karplus-Schulz Flexibility e Kyte-Doolittle
Hydropathy sdo realizadas a partir da sequéncia primaria linear daE1.

Apos a inser¢do da sequéncia nos parametros das ferramentas de andlise, os resultados
foram obtidos. Em termos de andlise geral, as predi¢cdes foram subdivididas em dois grandes
grupos: o primeiro voltado para as caracteristicas de antigenicidade da sequéncia referéncia, e
o outro voltado para outras andlises complementares, tais quais hidrofilicidade, flexibilidade,
acessibilidade e volta-beta, fatores que influenciam as possibilidades de ligacao anticorpo-
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antigeno.

Em relagdo a antigenicidade da sequéncia proposta, como dito anteriormente, os testes
propostos foram: Jameson-Wolf, Kolaskar-Tongaonkar, Bepipred 2.0, ElliPro, Discotope e
SEPPA 3.0, agrupando os dados referente a predi¢cdes lineares com os significativos de
superficie 3D. A junc¢do dos resultados obtidos, de acordo com a sequéncia de aminoacido
referéncia, foi organizado a fim de facilitar a comparagdo dessas informagdes, como visto na
Figura 2, a seguir.

Figura 2: Resultados das predicdes relacionadas a antigenicidade da sequéncia de
aminoacidos e da modelagem espacial da proteina E1 do CHIKV. Fonte: autoria propria,

2024.
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A outra analise proposta analisa volta-beta, superficie acessivel, flexibilidade e
hidrofilicidade (hidropatia). Para isso, as predi¢cdes utilizadas foram: Chou and Fasman,
Emini, Karplus-Schulz, Parker e Kyte-Doolittle. As caracteristicas observadas auxiliam no
desempenho desses aminodcidos como antigenos, além de contribuirem para uma melhor
ligagdo antigeno-anticorpo, fatores que contribuem para o parametro em questao.

Apbs a obtengdo das informagdes previamente demonstradas, foi desenvolvida a
analise desses dados e a interpretacao dos resultados presentes. Antigenicidade diz respeito a
capacidade de interagdo entre a sequéncia analisada e o anticorpo relacional e, dessa forma, ao
analisar as predigdes representadas na Figura 2 e levando em consideragdo uma maior
confidencialidade nas predicdes de modelos 3D (devido & maior proximidade com a
realidade), ¢ possivel observar regides de aminoacidos que apresentam uma maior afinidade
com o anticorpo. Apesar de todas as ferramentas analisarem uma mesma variavel, ainda ¢é
possivel notar uma amplitude de “respostas” encontradas, fatos que ressalta a necessidade de
se ter mais de um teste para andlise. Um exemplo ¢ apresentado na Figura 3, a seguir, na qual
uma sequéncia de 5 aminoacidos encontram-se como positivos nos testes Jameson-Wolf,
Bepipred 2.0, ElliPro e SEPPA 3.0, respectivamente. Além disso, percebe-se que duas das
predicdes foram relacionadas a modelagens espaciais, fato que contribui para a veracidade e
aplicabilidade na pratica.

Figura 3: Recorte dos resultados das predi¢des relacionadas a antigenicidade da sequéncia de
aminodcidos e da modelagem espacial da proteina E1 do CHIKV, presente entre os
aminoacidos 300 e 360.

RS

Fonte: autoria propria, 2024.

Como agregador para as analises de antigenicidade, os testes complementares feitos
auxiliam para uma maior confiabilidade dos resultados obtidos. A andlise da volta-beta,
determinada na ferramenta Chou and Fasman, indica as regides da sequéncia que passam por
processo de formacdo incompleta. Devido a essa ma-formacgdo, os recortes que sao positivos
para a volta-beta na predicao apresentam maiores dificuldades para desenvolver uma ligagao
com o anticorpo. Por isso, com objetivo de maximizar os resultados, na Figura 4, os
resultados negativos a predicdo foram detalhados com a cor lilas, visto que o resultado
negativo condiz com uma maior capacidade de ligagdo, fato desejado na analise.

Outrossim, a ferramenta Emini, que analisa superficie acessivel, indica as regides da
sequéncia da proteina que mais estdo propensas a serem acessadas por particulas externas,
como o anticorpo. Dessa forma, as informacdes que indicam positivo para essa predicdo sao
0s recortes com essa maior acessibilidade, como demonstrado com a coloragao verde na
Figura 4.
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Além disso, os testes de flexibilidade feitos com a ferramenta Karplus-Schulz
determinam o potencial de flexibilizagao das cadeias da proteina, apresentando os resultados
positivos como apontados com a cor vermelha na Figura 4.

Por fim, o estudo da hidrofilicidade e hidropatia das regides da sequéncia, feitos
através dos instrumentos de Parker e Kyte-Doolittle, respectivamente, analisam os epitopos
hidrofilicos, a fim de que esses recortes possibilitem uma aplicagdo em meio aquoso. As cores
utilizadas e representadas na Figura 4 foram azul para as predi¢des com Parker e amarelo para
as com Kyte-Doolittle.

Figura 4: Recorte dos resultados das predicdes complementares referentes a sequéncia de
aminoécidos da proteina E1 do CHIKYV, presente entre os aminodcidos 60 e 120.

rusiv 0 LSRN <= - NN

AENTOLSEARVERSESUOKTERAS

AENTOLSEAEVERSESCETEEAS

Fonte: autoria propria, 2024.

Tendo analisado ambas as comparagdes referentes as Figuras 2 e as predigdes
complementares, ¢ possivel obter-se as regides mais marcadas que coincidem nestes dois
dados. A partir disso, a Tabela 1 apresenta os fragmentos de aminoacidos que, tedricamente,
de acordo com a bioinformadtica, apresentam maiores probabilidades de se ligarem aos
anticorpos.

Tabela 1: Correlacdo dos resultados obtidos na Figura 2, em adicdo as predig¢des
complementares. As regides positivadas para no minimo 4 predigdes foram anotadas e
comparadas entre si, resultando nas sequéncias apresentadas. Fonte: autoria propria, 2024.

Aminoacidos em comum (numericamente) Sequéncia referente
101-103 TQL

208-210 PES

216 N

246 E

324-326 KKG

Levando-se em consideracao os dados ja obtidos, ¢ possivel comparar os resultados
com as informagdes encontradas na literatura. Ao relacionar os resultados obtidos com o
estudo feito por Bagno, 2018, percebe-se a grande variacdo nos dados relacionados a
ferramenta BepiPred. A autora utilizou variacdes nos pardmetros padroes da andlise,
reduzindo o grau de assertividade da predi¢do, visto que ela identificou quase toda a proteina
como regido de epitopo. Além disso, o uso exclusivo dessa ferramenta reduz a confiabilidade
do resultado.

Por outro lado, ao analisar os resultados do presente estudo com os obtidos por Anwar
e colaboradores (2019), ¢ notavel uma maior semelhanca entre alguns resultados acerca das
predi¢des feitas com BepiPred e Emini. Porém, apesar dessa proximidade, ¢ possivel notar
ainda uma falta de assertividade quanto ao potencial de estudo sobre os parametros da
proteina E1.

4 CONCLUSAO
O virus Chikungunya ¢ hoje responsavel por uma grande problematica presente nos
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paises subdesenvolvidos. A arbovirose que recebe o nome de seu virus causador ¢ um assunto
recorrente na epidemiologia mundial e ainda requer maiores estudos para prognosticos sobre
sua situagao.

Nessa vertente, a Bioinformatica vem como forma de auxiliar os paises com poucos
recursos na area da pesquisa, como o Brasil, visto que possibilita uma maior veracidade dos
resultados feitos na pratica. Além disso, o uso de maiores quantidades de ferramentas ¢
essencial para uma maior confiabilidade do estudo, visto que cobre as maiores falhas
possiveis. Ao analisar esse fato, destaca-se a importancia desse trabalho ao utilizar multi
ferramentas que, em oposi¢do aos registros bibliograficos citados anteriormente, possibilitam
resultados mais confiaveis e aplicaveis.

Portanto, assegura-se o atual trabalho como uma busca por garantia de uma melhora
no cendrio mundial da Chikungunya, possibilitando novas descobertas e aprimoramentos em
testes e diagnosticos.
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