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RESUMO
A dengue é uma doenca viral infecciosa que atinge aproximadamente 390 milhdes de
pessoas por ano. Uma das principais caracteristicas da fisiopatologia da dengue grave
€ 0 aumento da permeabilidade vascular, que pode levar ao choque hipovolémico.
Sabe-se que durante a infeccdo, ha intensa liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, o que intensifica o processo inflamatoério e a resposta do hospedeiro,
ocasionando a ativacao e disfuncdo do endotélio vascular e consequentemente no
extravasamento de fluidos e proteinas. O acido hidroxieicosatetraendico (12-HETE) &
um dos produtos do metabolismo do acido araquidénico, produzido principalmente
pela enzima plaquetaria 12-lipoxigenase. O 12-HETE participa de processos
patologicos e do aumento da permeabilidade endotelial, e isso tornou esse mediador
um fator de significancia clinica nos ultimos anos. Sendo assim, nossa hipotese € que
0 12-HETE liberado durante a infeccdo do virus da dengue é capaz de ativar o
endotélio, levando ao aumento da permeabilidade endotelial e a liberacdo de
mediadores inflamatérios. Os niveis séricos de 12-HETE e tromboxano B2 foram
quantificados em pacientes com dengue, e observou-se maiores niveis de 12-HETE
em comparacdo aos voluntarios saudaveis. Demonstramos através de um ensaio de
permeabilidade in vitro que o 12-HETE é capaz de induzir o aumento da
permeabilidade endotelial, e através das técnicas de imunofluorescéncia e citometria
de fluxo, que esse eicosanoide modula a presenca da proteina de jun¢édo VE-caderina
nas células endoteliais. Além disso, o 12-HETE foi capaz de induzir a producédo e
liberacdo da citocina IL-6, e ndo induziu a morte das células endoteliais. Observamos
também que o plasma de pacientes com dengue levou ao aumento da permeabilidade
da monocamada de células endoteliais, o que foi revertido pelo bloqueio do receptor
BLT2, pelo qual o 12-HETE possui alta afinidade, e esse processo pode ser mediado
pela presenca de VE-caderina. Assim, conclui-se que o 12-HETE ativa as células
endoteliais e que o mesmo contribui na fisiopatologia da dengue. Dessa forma, a
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares da disfuncao
endotelial que ocorrem durante a dengue e de como o0 metabolito 12-HETE esta
relacionado com essa patologia é de grande importancia para que posteriormente

sejam identificados possiveis alvos terapéuticos para a doenca.
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ABSTRACT

Dengue is a viral infectious disease, that strikes approximately 390 million people each
year. One of the main features of the physiopathology of severe dengue is increased
vascular permeability, which can lead to hypovolemic shock. It is known that during
infection, there is an intense release of proinflammatory mediators, that intensifies the
inflammatory process and host response, leading to vascular endothelium activation
and dysfunction, and consequently leakage of fluids and proteins.
Hydroxyieicosatetraenoic acid (12-HETE) is one of the products of arachidonic acid
metabolism, produced mainly by the platelet enzyme 12-lipoxygenase. 12-HETE
contributes to pathological processes and in increased endothelial permeability, and
therefore this mediator has become a factor of clinical importance in recent years.
Thus, we hypothesize that 12-HETE released during dengue infection can activate the
endothelium, leading to increased endothelial permeability and inflammatory
mediators release. We quantified the levels of 12-HETE and thromboxane B2 in plasma
from dengue patients and observed increased levels of 12-HETE in patients with
dengue compared to healthy volunteers. Then, we demonstrated through an in vitro
permeability assay that 12-HETE can induce increased endothelial permeability, and
also that through flow cytometry and immunofluorescence, this eicosanoid modulates
the presence of VE-cadherin junction protein in endothelial cells. Besides that, 12-
HETE was able to induce the production and release of IL-6 and did not induce
endothelial cells death. We also observed that plasma of dengue patients increases
permeability of endothelial cells monolayer, which was reversed by blocking the BLT2
receptor, that 12-HETE has a high affinity, and this process can be mediated by VE-
cadherin presence. Thus, we can conclude that 12-HETE activates endothelial cells
and that it contributes to the physiopathology of dengue. Therefore, a better
understanding of the molecular and cellular mechanisms of endothelial dysfunction
that occurs during dengue and how the metabolite 12-HETE is related to this pathology
is important, so that subsequently possible therapeutic targets for this disease are
identified.

XV



XV



1. Introducéo
1.1 Dengue
1.1.1 Aspectos epidemioldgicos
A dengue é considerada uma das doencas negligenciadas mais importantes do
mundo atualmente (Guzman & Harris, 2015). A doenca € endémica de regibes
tropicais e subtropicais na Asia, Américas, Africa e na regido mediterranea oriental
(Figura 1.1), principalmente em &areas urbanas e semiurbanas (World Health
Organization - WHO, 2011; Simmons et al., 2012). Apesar disso, as taxas de casos
na Africa sdo desconhecidas na grande maioria dos paises, ja que muitos dos surtos
e casos sao atribuidos erroneamente a malaria (Amarasinghe et al, 2011). S&o
aproximadamente 96 milhdes de infeccbes sintométicas, 500 mil casos graves da
doenca e 21 mil mortes por ano no mundo (Bhatt et al., 2013; WHO, 2012).

Casos de dengue
1

- 100 \Q -
‘ 100,000

Paises afetados

Figura 1.1 Distribuicdo global dos casos de dengue. Paises que apresentaram
altas e baixas taxas de ocorréncia de casos de dengue sdo exibidos no mapa.
Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2019.

Nos ultimos 50 anos, a incidéncia da dengue aumentou 30 vezes, junto com a
expansao geografica (Pathak & Mohan, 2019). Essa expansao geografica resultou no

aumento da magnitude das epidemias, assim como no aumento da frequéncia da



dengue grave (Guzman et al., 2016). Estimativas realizadas nos ultimos anos sugerem
gue metade da populacdo mundial (3.6 bilhdes de pessoas) vive em areas de risco de
infeccdo da dengue, com 390 milhdes de individuos infectados por ano (Bhatt et al.,
2013). Segundo autores, 0s principais fatores que explicam a pandemia de dengue do
século XXI sao resultado de mudancas sociais e demograficas, como o crescimento
populacional, a urbanizacdo ndo planejada, o transporte moderno e a migracéo, o
comércio global e a auséncia de medidas de controle efetivas contra os mosquitos
vetores nas regides endémicas (Gubler, 2011; Bhatt et al., 2013; Messina et al., 2014,
Pathak & Mohan, 2019).

O fato da dengue ser considerada um problema de salde publica esta

relacionado com a capacidade do principal vetor da doenca, 0 mosquito Aedes
aegypti, de se dispersar através de regides tropicais e subtropicais pelo mundo, e
assim se tornar amplamente distribuido nessas areas (Simmons et al., 2012).
Além do Aedes aegypti, 0 mosquito da espécie Aedes albopictus também é um vetor
importante na transmissé@o dengue, e sua distribuicdo geogréafica aumentou bastante
nos ultimos anos (WHO, 2011). Do ponto de vista da saude publica, o ciclo de
transmissdo mais importante € o ciclo endémico/epidémico em grandes centros
urbanos nas regides tropicais (Gubler, 1998). A dengue é causada por quatro
sorotipos antigenicamente distintos do virus da dengue (DENV 1, DENV 2, DENV 3,
DENYV 4) (Simmons et al., 2012). Os virus portanto sdo mantidos em um ciclo Aedes
aegypti — humanos — Aedes aegypti com epidemias periédicas, e muitas vezes mais
de um dos quatro sorotipos de virus da dengue circulam simultaneamente em uma
mesma cidade, o que € denominado hiperendemicidade (Gubler, 1998).

A transmissdo da dengue € resultado de interacdes entre pessoas, virus,
mosquitos e fatores ambientais (Guzman & Harris, 2015). A fémea do mosquito Aedes
aegypti pode se infectar através do repasto sanguineo em uma pessoa que esta no
periodo de viremia da infeccdo. Assim, o virus da dengue infecta células intestinais e
outros tecidos do mosquito antes que esse seja disseminado para as glandulas
salivares. Dessa forma, um mosquito infectado é capaz de transmitir o virus da dengue
para diversos humanos ao se alimentar do sangue, e uma vez infectada, a pessoa
pode levar cerca de 4 a 7 dias para apresentar 0s sintomas iniciais e para se tornar

capaz de transmitir o virus para um novo mosquito. Tanto individuos sintomaticos



como assintomaticos podem transmitir o virus para os mosquitos (WHO, 2011;
Guzman et al., 2016).

Apenas nas Ameéricas, 1 milhdo de casos de dengue ocorreram na década de
1980, e cerca de 5 milhdes de casos ocorreram de 2000 a 2007 (Montoya et al., 2012).
Durante esse periodo, s6 o Brasil representou mais de 60% dos casos de dengue
reportados no mundo todo (Fares et al., 2015). Dados de monitoramento do Brasil
demonstraram que o sorotipo DENV3 foi predominante em todos os estados do pais
entre 2002 e 2006, e que entre 2007 a 2009 esse perfil mudou, e o DENV2 tornou-se
o sorotipo predominante (Salles et al., 2018). Ja em 2010, foi indicado que 0s sorotipos
DENV1, DENV2 e DENV3 circulavam por todo o Brasil, sendo o DENV1 o de maior
incidéncia. Os dados do ano de 2016 demonstraram que todos 0s quatro sorotipos do
virus circularam ao longo do mesmo ano (Salles et al., 2018). Apesar disso, apenas
7% do total de casos de dengue tiveram os sorotipos identificados entre 2010 e 2016,
e essa taxa claramente subestima o nimero real de casos da doenca que ocorreram
no Brasil (Salles et al., 2018).

Atualmente, ndo existem terapias efetivas contra a dengue. O tratamento de
individuos doentes requer um alto nivel de cuidado, de forma que o paciente necessite
ser hospitalizado para facilitar a reposicao de fluidos e transfusdo sanguinea, quando
indicada (Ministério da Saude, 2010; SALLES et al., 2018). Com a expansao
geografica do virus e do vetor e com a maior incidéncia de casos de dengue, é
necessario implementar medidas eficazes de prevencgéao e controle da doenca (WHO,
2012). A principal maneira utilizada atualmente para controlar o avan¢o da dengue é
através da reducdo do risco da transmisséao viral, com ferramentas de controle da
proliferacéo ou eliminacdo do mosquito Aedes aegypti (Gubler, 1998; Guzman et al.,
2016). Medidas como a eliminacdo de containers que séo locais favoraveis para a
ovoposicdo e desenvolvimento dos estagios aquaticos do mosquito, o uso de
inseticidas e a geracdo de mosquitos geneticamente modificados ou infectados com
a bactéria Wolbachia (o que torna o mosquito parcialmente resistente para a infeccao
do virus da dengue) sédo algumas das estratégias usadas atualmente para controle do
vetor (WHO, 2012). Neste momento, a vacina contra dengue mais avancada que
existe (DengVaxia) é feita por uma quimera de genes estruturais dos quatro sorotipos
do virus da dengue, e ja passou por diversos estudos clinicos para teste de seguranca

e eficacia em paises endémicos para a dengue (Halstead, 2019). Entretanto, apos



novas evidéncias de uma baixa eficacia, pesquisadores e autoridades da area da
saude recomendaram que essa vacina so seja aplicada em individuos que saibam
que j& tenham sido infectados pelo virus da dengue ou em populacdes com 80% de
soroprevaléncia para DENV (WHO, 2019).

1.1.2 Agente etioldgico

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae
(Simmons et al., 2012), e séo relativamente pequenos (40-50 nm) e esféricos, envoltos
por envelope lipidico (Gubler, 1998). O virus possui um genoma de RNA de fita
simples com polaridade positiva, que codifica trés proteinas estruturais: capsideo (C),
pré-membrana (prM) e envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B E NS5) (Wilder-Smith et al., 2019). A proteina C encapsula
0 genoma, e a mesma € envolta pelo envelope viral, formado por uma bicamada
lipidica na qual as proteinas E e M estéo inseridas. A proteina E se liga nos receptores
celulares para permitir a entrada do virus nas células suscetiveis e, portanto, contém
0S epitopos cruciais para a neutralizagdo de anticorpos que se desenvolvem apés a
infeccdo. As proteinas ndo estruturais formam o complexo de replicacdo, que amplifica
0 genoma viral, e que também possuem funcdes importantes na interagdo com
proteinas do hospedeiro (Wilder-Smith et al., 2019).

Todos os quatro sorotipos do DENV estdo associados com as epidemias de
dengue, com um variavel grau de gravidade (WHO, 2011). Além disso, a infec¢éo por
um sorotipo do virus da dengue confere imunidade para toda a vida contra o sorotipo
infectante, porém nao ha protecédo imune cruzada de longa duracdo para 0s outros
sorotipos, e infecgBes secundarias por outros sorotipos podem levar a forma grave da
doenca (Gubler, 1998).

Durante o repasto sanguineo feito pelo mosquito, o DENV é inoculado na
derme e epiderme, e algumas particulas virais também séo diretamente injetadas na
corrente sanguinea (Guzman et al., 2016). Na pele, o virus pode infectar macréfagos,
células dendriticas e células de Langerhans. Essas células infectadas migram para o
local inicial de infeccdo e para os linfonodos, o que resulta no recrutamento de
mondcitos e macréfagos que, consequentemente, se tornam alvos da infecgdo do
DENV. Assim, o niumero e a variedade de células infectadas pelo DENV aumentam,

disseminando o virus através do sistema linfatico e através da infeccao de células de
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linhagem mononuclear, incluindo mondcitos sanguineos, células dendriticas
mieloides, macrofagos hepaticos e esplénicos, entre outras (Johnston et al, 2000;
Marovich et al., 2001).

1.1.3 Manifestacg@es clinicas

A dengue é uma doenca sistémica e dinamica, apesar de sua curta duracéao,
gque em 90% dos casos ndo excede uma semana (Guzman et al.,, 2016). As
manifestacbes clinicas da dengue podem mudar com o passar dos dias, como
também piorar repentinamente. A infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos virais
pode causar apresentacdes clinicas similares, e a doenca pode seguir trés fases: a
fase aguda/febril, que € observada na maioria dos pacientes; a fase critica e a
convalescéncia, que é a fase de recuperacdo espontanea do organismo (Figura 1.2)

(GUBLER, 1998; WHO, 2009).

Progresso da doenca: Febril Critica Convalescéncia
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Figura 1.2 Histéria natural da dengue. Curso das altera¢@es clinicas e laboratoriais
apos inicio da infeccao e dos sintomas. Adaptado de WHO, 2009.



Apo6s o periodo de incubacéo, que pode ser de 4 a 7 dias (e no maximo 14
dias), a fase febril se inicia com febre e calafrios repentinos, associados a mal-estar,
vomitos, dor de cabeca e mialgia. Dor abdominal leve e diarreia também podem
ocorrer, sendo esse Ultimo sintoma mais frequente em pacientes com menos de dois
anos ou em adultos (Guzman et al., 2016). Durante esse estagio, a taxa de leucocitos
normalmente é baixa, e manifestacdes como petéquias e equimoses também podem
ocorrer, com ou sem trombocitopenia. Apos 2 a 5 dias, esses sintomas podem
progredir para uma rapida deterioracdo clinica (Guzman et al., 2016).

A maioria dos pacientes apresenta melhoras com a diminuicao da febre, porém
varias complicacbes podem ocorrer no periodo da defervescéncia, indicando o
comeco da fase critica da dengue. E na fase critica que se manifesta o aumento da
permeabilidade capilar, em paralelo com niveis aumentados do hematécrito (Mammen
et al., 2007). O periodo clinicamente significante do extravasamento vascular gerado
pelo aumento da permeabilidade vascular dura de 24 a 48 horas, e pode levar ao
choque, causado pelo baixo volume sanguineo (hipovolemia) e caracterizado pelo
pulso fraco, taquicardia e hipotensdo. Esse quadro pode progredir para a sindrome do
choque associado a dengue (SCD), com risco de morte (Lam et al., 2013). Associados
a esses sintomas, também ha apresentacao de niveis aumentados do hematocrito e
diminuicdo progressiva dos niveis de plaguetas. As manifestacdes hemorragicas
também sao observadas na fase critica, embora sejam geralmente menos frequentes.
Os trés fatores hemostaticos observados na febre hemorragica da dengue (FHD) e na
SCD sao as mudancas vasculares, a trombocitopenia e desordens na coagulacéo
(Gubler, 1998).

No caso dos pacientes que se recuperam, a fase critica dura de 24 a 36 horas,
e antecede uma rapida convalescéncia (Guzman et al., 2016). As alteracdes na
permeabilidade vascular e na hemostase sdo de vida curta e revertidas
espontaneamente para 0s niveis normais apos 48 a 72 horas, aproximadamente,
estando associadas também a uma melhora rapida nos sintomas apresentados.
Entretanto, adultos ainda podem manifestar cansaco por algumas semanas apoés a
recuperacdo (Simmons et al., 2012).

De acordo com a classificagdo clinica adotada pela WHO em 2009, um paciente
pode ter dengue com ou sem sinais de alarme e dengue grave, destacando que a

gravidade observada na dengue € considerada um segundo passo da mesma doenca



(Figura 1.3). Os principais sinais de alarme descritos sdo dor abdominal, vémitos
persistentes, ascite, sangramento de mucosas, letargia, hepatomegalia, entre outros.
As principais caracteristicas da dengue grave sdo extravasamento de plasma grave,
acumulo de liquido em cavidade — ascite (evidenciado por ultrassonografia
abdominal), sangramento grave e/ou comprometimento de érgéos, de acordo com a
WHO, 2009 (Figura 1.3).

Dengue * Sinais de alarme Dengue grave

. Extravasamento de

com sinais plasma grave

de alarme . Hemorragia grave
. Comprometimento de
orgaos

Critérios para dengue * sinais de alarme  Sinais de alarme* Critérios para dengue grave
+ Nalseas, vomitos + Dor ou sensibilidade abdominal
Rash cutaneo +  Vémitos persistentes Extravasamento de plasma grave
Dores + Ascite + Choque
Teste positivo de Tourniquet + Sangramento de mucosa * Ascite com comprometimento respiratério
Plaquetopenia + Letargia, agitagdo Hemorragia grave
Qualquer sinal de alarme + Hepatomegalia * Avaliado clinicamente
Aumento do hematécrito Comprometimento de érg&os
Testes laboratoriais: importante quando n4o existirem +  Plaquetopenia + Figado: AST ou ATL = 1000
sinais de alarme » Perda de consciéncia
* Requer atencio e intervencdo médica + Coragé&o e outros érgaos

Figura 1.3 Classificacéo atual dos casos de dengue. Sugestdo da WHO, em 2009,
da classificacdo dos casos de dengue e dos niveis de gravidade da doenca.
Adaptado de WHO, 2009.

1.1.4 Mecanismos da fisiopatologia na dengue

Durante os ultimos anos, foram propostos diversos mecanismos para que se
melhor entendesse a patogénese ocorrida na dengue. A fisiopatologia da FHD e da
SCD comp®6e um processo complexo e multifatorial, gue pode envolver a interacédo de
aspectos virais e do hospedeiro, que influenciam na gravidade da doenga (Pang et
al., 2007).

A hipotese da “amplificacédo da infeccdo dependente de anticorpos” (ADE —
antibody-dependent enhancement) é um dos mecanismos propostos para explicar a
gravidade e mortalidade associadas as reagcbes imunolégicas do hospedeiro nas

infeccbes secundarias da dengue, e foi descrita pela primeira vez em 1977 por
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Halstead & O'Rourke. Esse mecanismo pode ser explicado pela pré-existéncia de
anticorpos especificos reativos e ndo neutralizantes contra um sorotipo do virus da
dengue, provenientes de uma infec¢do anterior, durante uma infeccdo secundaria (ou
reinfeccdo) (Halstead & O’'Rourke, 1977; Vaughn et al., 2000). Esses anticorpos se
ligam a receptores Fcy (FcyR) de células do sistema imune, principalmente monécitos
e macrofagos. Dessa forma, 0s anticorpos pré-existentes em uma infeccéo secundaria
facilitam a entrada do virus nas células do hospedeiro, levando ao aumento da
infectividade, seguida por uma cascata de ativacdo de células T e na liberacdo de
citocinas e outros mediadores inflamatorios (Pang et al., 2007).

No geral, a teoria da “amplificagdo da infeccao dependente de anticorpos” é
capaz de explicar o fato de que infec¢Bes primarias do virus da dengue causam, na
maioria das vezes, uma doenca mais branda em criangas, enquanto uma infeccao
secundaria (meses ou anos depois) tem maiores chances de causar FHD e/ou SCD,
tanto em adultos como em criancas (Guzman & Vazquez, 2010). Existem diversos
estudos que sustentam esse fendmeno, como o trabalho de Alwis e colaboradores
(2014), que demonstrou a habilidade de anticorpos do soro humano em aumentar a
infeccdo do virus da dengue tanto em modelos in vitro, em células sanguineas, quanto
in vivo, em camundongos. O mecanismo da ADE também foi observado em modelos
de primatas ndo humanos (Halstead et al., 1973; Goncalez et al., 2007). Além disso,
existem estudos que sugerem e descrevem cOmo esse mecanismo pode ocorrer em
humanos (Dejnirattisai et al., 2010; Katzelnick et al., 2017).

A observacdo de que o extravasamento vascular na dengue ocorre dias apos
a reducao significativa ou eliminacdo do virus no organismo sugere que a resposta e
interacdo de células do sistema imune podem ser responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular caracteristico da FHD/SCD, para além da hipétese da
amplificacdo mediada por anticorpos (Leong et al., 2007).

Uma das principais caracteristicas da fisiopatologia da dengue grave é o
aumento da permeabilidade vascular, que pode levar ao choque hipovolémico
(Yacoub et al., 2015) (Figura 1.4). Existem evidéncias de que apos a ativagdo de
células T, h& intensa liberacdo de citocinas (“cytokine storm” - tempestade de
citocinas), o que intensifica o0 processo inflamatoério, cria um desbalanco entre a
producdo de mediadores anti- e pro-inflamatoérios, e ocasiona na ativagao e disfuncao

do endotélio vascular, e consequente o extravasamento de fluidos e proteinas.



Infeccao pelo virus da dengue
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Figura 1.4 Esquema da patogénese da dengue. Principais alteracdes
fisiopatoldgicas ocorridas na dengue grave. Adaptado de Shah & Dublish., 2005.

Altas concentracfes dessas citocinas e quimicionas, secretadas por células infectadas
ou células imunes em resposta a infeccdo, majoritariamente células T, mondcitos,
mastocitos, macrofagos e células endoteliais, estdo presentes no plasma de pacientes
com FHD/SCD (Gubler, 1998; Pang et al., 2007; Cipitelli et al., 2019). Foi observado
gue citocinas e quimiocinas como TNF-qa, IFN- vy, IL-183, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
13, MCP-1 e MIF estdo presentes no plasma de pacientes com dengue em taxas
elevadas, e demonstram uma importante relacdo com o grau de gravidade da doenca
(Fink et al., 2006; Pang et al., 2007; Bozza et al., 2008; Srikiatkhachorn & Green, 2010;
Malavige et al., 2012; Her et al., 2017).

Para além de citocinas e quimiocinas, outros fatores também contribuem com
0 aumento da permeabilidade vascular e a falha na circulacdo caracteristicas na
patologia da FHD/SCD. Jeewandara e colaboradores (2015) observaram maiores
niveis do mediador lipidico fator de ativacdo de plaquetas (PAF) no plasma de
pacientes com dengue em comparacdo com voluntarios saudaveis. Além disso,

estudos in vitro com células endoteliais humanas de veia de corddo umbilical (HUVEC)



inferiram que o PAF contribui para o extravasamento vascular que ocorre durante a
dengue, o que pode ser revertido com o bloqueio do receptor desse mediador
(Jeewandara et al., 2015).

Ha evidéncias na literatura de que lipidios bioativos, como leucotrienos,
também participam na resposta inflamatéria da dengue e sdo capazes de induzir
aumento da permeabilidade endotelial (Loke et al., 2013; St John et al., 2013). Fatores
de crescimento como o fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) também estdo em
taxas elevadas no plasma de pacientes com dengue grave, em comparacao com
pacientes com dengue branda e de individuos saudaveis (Furuta et al., 2012; Patro et
al., 2019). Além disso, LIN e colaboradores (2019) constataram que 0s altos niveis de
hialuran encontrados no plasma de pacientes com dengue no inicio da infeccéo
podem ser um preditor independente para a ocorréncia de sinais de alarme, e
consequentemente para a dengue grave.

Outro aspecto importante na fisiopatologia da dengue € a proteina nao
estrutural 1 do virus da dengue (NS1), que tem sido citada na literatura como um dos
fatores responsaveis pelo extravasamento vascular (Glasner et al., 2018). Estudos in
vitro, em células mieloides, e in vivo, em modelo murino, indicam que a proteina NS1
contribui para o aumento da permeabilidade vascular e a ativacao do receptor tipo Toll
4 (TLR4), resultando, portanto, na liberacao de citocinas pré-inflamatérias (Modhiran
et al., 2015). Glasner e colaboradores (2017) demonstraram, in vitro, que 0
extravasamento vascular induzido pela NS1 é independente de citocinas
inflamatorias, porém dependente de componentes do glicocalix das células
endoteliais. Também foi proposto que a proteina NS1 é capaz de ativar o sistema
complemento, e que essa ativacdo implica na geracdo de anafilotoxinas locais e
sistémicas, contribuindo para o extravasamento vascular exacerbado que ocorre em
pacientes com FHD/SCD (Avirutnan et al., 2006). Dessa forma, a presenca de niveis
consideraveis da proteina viral NS1 em amostras biologicas pode ser um bom
indicador precoce da dengue grave (Srikiatkhachorn & Green, 2010).

Junto com o aumento da permeabilidade vascular observada na FHD/SCD, ha
também a diminuicdo das taxas de plaquetas (plaquetopenia) associada a
manifestagcbes hemorragicas (Figura 1.4). Os mecanismos envolvidos na

plaguetopenia durante a dengue incluem desde a supressdo da hematopoese, na
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medula 0ssea, até a destruicao periférica das plaquetas pelo virus (Hottz et al., 2011).
Sabe-se que o virus da dengue é capaz de infectar e ativar as plaquetas, tornando-as
importantes efetores imunes na fisiopatologia da doenca, e que essa ativacao esta
relacionada com apoptose e consequentemente com a plaquetopenia em pacientes
infectados com dengue (Hottz et al., 2013a; Ojha et al., 2017). CHAO e colaboradores
(2019) demonstraram que a proteina NS1 do virus da dengue por si so ja é capaz de
ativar diretamente as plaquetas via receptor TLR4, levando a trombocitopenia e a
hemorragia. Além disso, as plaquetas ativadas e apoptéticas tém a capacidade de
formar agregados com mondcitos, induzindo uma reposta imune e liberacdo de
citocinas como IL-1B, IL-8, IL-10, que por fim contribuem para a patogénese da
dengue (Hottz et al., 2014). Em estudos do nosso grupo foi observado que
microparticulas plaquetarias sdo uma grande fonte de IL-1p na infeccdo da dengue,
através da ativacdo do inflamassoma NLRP3, e que a IL- 1B contida nessas
microparticulas € capaz de induzir aumento da permeabilidade quando entram em
contato com células endoteliais (Hottz et al., 2013b). Essa evidéncia mostrou que, de
forma indireta, as plaquetas também contribuem com o extravasamento vascular
observado na dengue.

Outros estudos na literatura também relacionaram a liberacdo de
microparticulas como um possivel mecanismo capaz de explicar a fisiopatologia da
dengue. Punydaee e colaboradores (2015) observaram, através de analises de
amostras ex vivo de pacientes infectados, em diferentes graus de gravidade da
doenca, que microparticulas derivadas de eritrocitos e plaguetas sao as principais
populacdes dessas microvesiculas circulantes em individuos com dengue. Alguns
pesquisadores, inclusive, sugerem que as microparticulas podem ser bons candidatos
a biomarcadores para diferenciar a dengue de outras doencas virais hemorragicas
(Punyadee et al., 2015; Patil et al., 2018)..

1.1.4.1 O aumento da permeabilidade vascular na dengue

As células endoteliais sdo componentes importantes do endotélio vascular que
revestem, através de uma fina monocamada, o interior de vasos sanguineos no
organismo. Em conjunto com células do musculo liso e do tecido conjuntivo, formam
a estrutura endotelial, a qual é responsavel por manter a fluidez do sangue, controlar

a permeabilidade seletiva ao fluido e a pequenas moléculas e por regular o fluxo
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sanguineo (Dejana et al, 2009). As junc¢des intercelulares sédo as regides na barreira
endotelial responsaveis pela maioria de suas funcbes em processos fisioldgicos e
patoldgicos, inclusive pela caracteristica semipermeavel da barreira (Gianotta et al,
2013). Existem dois principais tipos de jun¢des entre as células endoteliais: as juncdes
oclusivas, como as proteinas da zona de oclusao (ZO-1, ZO-2, ZO-3) e a ocludina; e
as juncdes de aderéncia, como a caderina do endotélio vascular (VE-caderina) (Trani
& Dejana, 2015). Apesar das funcgdes classicas das células endoteliais relacionadas a
hemostase j& estarem bem estabelecidas, nas Ultimas décadas também foi
demonstrada a capacidade dessas células de adquirir novas caracteristicas ao serem
ativadas, de produzir e secretar fatores, como também de participar ativamente de
processos importantes como a inflamacao (Pober & Sessa, 2007). Logo, o fenétipo
das células endoteliais ativadas € considerado permeavel, protromboético e pro-
inflamatorio (Page & Liles, 2013).

Estudos na literatura mostram que o virus da dengue é capaz de infectar e
ativar células endoteliais, como ja foi observado por exemplo por Huang e
colaboradores (2000), que por sua vez mostrou que o virus ativa células endoteliais
humanas e leva a producao das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e IL-8. Apesar disso,
propde-se que ndo é através do mecanismo de infeccdo que o aumento da
permeabilidade ocorre diretamente durante a doenca.

Como o aumento da permeabilidade endotelial na dengue é transiente, com
duracédo de 24 a 48 horas, sugere-se que o fator que contribui de forma direta ou
indireta para a disfuncédo endotelial é a liberacdo de mediadores inflamatérios, que
presentes no plasma sanguineo, prejudicam a barreira semipermeéavel do endotélio e
acarretam no extravasamento de fluidos e proteinas, especialmente nos pulmdes e
na cavidade abdominal (Cardier et al., 2005; Martina et al., 2009; Appanna et al., 2012;
Raekiansyah et al., 2014; Tramontini et al., 2017). Além disso, estudos que realizaram
a analise de amostras pds morte nao detectaram a proteina NS1 ou outras proteinas
virais, nem componentes do sistema complemento no endotélio, sugerindo que a
disfuncéo endotelial na dengue € ocasionada por mediadores inflamatorios produzidos
pelo proprio individuo infectado (Saw et al., 2014). Portanto, a curta duragdo do
extravasamento do plasma durante a dengue grave € o principal motivo para acreditar

gue as células endoteliais ndo sofrem efeitos destrutivos, como a apoptose ou necrose
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por exemplo, mas sim efeitos de natureza funcional, jA& que é um processo
rapidamente revertido durante o curso da doenca (Leong et al., 2007).

As alteracdes estruturais na célula ou no rearranjo do citoesqueleto podem
contribuir para o aumento da permeabilidade endotelial durante a infec¢éo pelo virus
da dengue. Como exemplo, Appanna e colaboradores, em 2012, publicaram um
estudo no qual se demonstrou, através de imunofluorescéncia, que células HUVEC
estimuladas in vitro com o plasma de pacientes com dengue grave apresentaram uma
mudanca na morfologia celular e desarranjo das proteinas de juncao intercelular VE-
caderina e ZO-1. Como ja citado anteriormente, 0 mediador PAF presente no plasma
de pacientes com dengue é capaz de induzir aumento da permeabilidade de células
endoteliais, e 0 mecanismo por trds desse efeito também pode ser explicado pela
diminuicdo da expressao da proteina ZO-1 (Jeewandara et al., 2015). Também ha
evidéncias de que a producéo de IL-8 por células endoteliais da microvasculatura da
derme humana (HMEC-1) infectadas pelo virus contribui para as mudancas no
citoesqueleto e na proteina ocludina (Talavera et al., (2004). Além disso, Rathore e
colaboradores (2019) observaram que a proteina triptase, produzida por mastécitos
em resposta ao virus da dengue é capaz de aumentar a permeabilidade vascular ao
reduzir a quantidade da molécula de adeséao celular endotelial plaguetaria (PECAM-
1) nas células endoteliais, 0 que resulta na perda das jun¢des intercelulares oclusivas.
Vitoria e colaboradores (2019), por sua vez, demonstraram que 0 aumento da
expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1 em células endoteliais
durante a dengue pode ser considerado um indicador do aumento da permeabilidade

vascular no tecido renal.

1.2 12-HETE

O &cido hidroxieicosatetraendico (12-HETE) é um dos produtos do
metabolismo do acido araquidénico (AA). O AA é um &cido graxo polinsaturado
presente nos fosfolipideos de membranas bioldgicas e em corpusculos lipidicos das
células eucaridgticas (Brash, 2001). A partir de estimulos como fatores de crescimento,
hormdnios ou citocinas, por exemplo, o AA é liberado através da acdo da enzima
fosfolipase A2 (PLA2). Desse acido graxo sdo produzidos diversos mediadores
lipidicos inflamatdrios no organismo, como as prostaglandinas (PG) e tromboxanos

(TX), pela agcdo da enzima ciclooxigenase (COX); leucotrienos e os HETEs pelas
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lipoxigenases (LOX); e os acidos epoxieicosatriendicos (EETS), através das enzimas
da citocromo P450 (CYP450) (Porro et al., 2014) (Figura 1.5). De acordo com as
circunstancias ou o 6rgao e tecido envolvidos, o equilibrio entre as vias pode ser

alterado, modificando o resultado da catélise enzimatica (Aleem et al., 2008).
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Figura 1.5: Metabolismo do acido araquidbnico. Eicosanoides bioativos derivados das
trés diferentes vias do metabolismo do acido araquidénico. Em verde, as principais

funcgbes biologicas dos metabdlitos no organismo. Adaptado de Panigrahy et al., 2010.

A principal via para a formacdo dos HETEs é através da reacédo de reducao
dos produtos primarios da LOX, os acidos hidroxiperoxieicosatetraendico (HpETES)
(Powell & Rokach, 2014). Assim, uma vez formados, os HpETEs séao rapidamente
convertidos nos HETES. A via da CYP450 também é capaz de gerar os HETES, apesar
de predominantemente gerar o enantiomero R desses mediadores, principalmente no
caso do 12-HETE (Capdevila et al., 1986). Enquanto existem apenas trés tipos
conhecidos da enzima COX (COX-1 e COX-2, e mais recentemente a COX-3), ha pelo
menos seis tipos da enzima LOX, que sao conservadas evolutivamente

(Chandrasekharan et al., 2002; Haeggstrom & Funk, 2011).
14



As LOX de mamiferos sdo nomeadas de acordo com os locais de oxidacédo do AA: os
principais locais dessa reacdo estao nas posi¢oes -5, -12 e -15, originando as enzimas
5-, 12- e 15-LOX (Porro et al., 2014). A enzima 12(S)-LOX, expressa em plaquetas
humanas, € responséavel pela producdo majoritaria do enantiomero S do 12-HETE
(12(S)-HETE) (Aleem et al., 2008), e o gene ALOX12, codificante para essa enzima,
também é expresso em queratindcitos e em algumas células tumorais (Haeggstrom &
Funk, 2011). A enzima 15-LOX é expressa de forma mais ampla nos tecidos do
organismo do que a 12-LOX, e também é capaz de gerar 12(S)-HpETE como um
produto minoritario (Dobrian et al., 2011).

Embora a maior parte do 12-HETE seja encontrado na forma de seu
enantibmero S, existe outra 12-LOX humana, expressa em leucdcitos e fibroblastos
da pele, e codificada pelo gene ALOX12B, capaz de produzir o 12(R)-HETE
(Yoshimoto & Takahashi, 2002). Woollard e colaboradores (1986) descreveram pela
primeira vez a diferenca estereoquimica entre o 12-HETE isolado de plaquetas e
daquele isolado de lesGes de psoriase: o metabdlito retirado das les6es apresentou
um grupamento R-hidroxil, ao invés da presenca do enantiomero S, o produto
esperado da LOX “tradicional”’. Assim, esses pesquisadores sugeriram que a via da
CYP450 estaria ativa nas lesdes de psoriase, explicando a quiralidade até entdo
incomum do 12-HETE.

Em relacdo aos mecanismos de acao nas células, sabe-se que de forma similar
a outros eicosanoides, as atividades do 12-HETE s&o desencadeadas pelo seu
reconhecimento por receptores especificos has membranas plasmaticas das células
(Gomes et al., 2018). Comprovando isso, Yokomizo e colaboradores (2001)
descreveram o agonismo do 12-HETE para os receptores de leucotrieno Ba (LTBa)
acoplados a proteina G (GPCR): BLT1 e BLT2. O 12-HETE, por sua vez, foi capaz de
se ligar com alta afinidade ao receptor BLT2 (de baixa afinidade para o LTB4), e assim
ativa-lo, sendo esta uma descoberta importante, uma vez que este receptor &
expresso em diversos tecidos. Em contraste, o BLTi, que €& expresso
predominantemente em leucécitos e é de alta afinidade para o LTB4, € considerado
um receptor de baixa afinidade para o 12-HETE. Seguindo essas informacdes, Kim e
colaboradores (2008) realizaram um estudo que corroborou com a hipétese de que o
receptor BLT2 esta envolvido na induc&o de coceira pelo 12-HETE em camundongos,

através de sua inibicdo pela da acdo do antagonista do receptor BLT2, que foi
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administrado. Além disso, recentemente, Guo e colaboradores (2011) identificaram
um outro GPCR de alta afinidade para o 12(S)-HETE, chamado de GPR31 ou 12-
HETER. Nesse estudo, foi demonstrado que através da ligacdo nesse receptor, 0
12(S)-HETE foi capaz de ativar vias de sinalizacdo em células de cancer de prostata,
que induziram a proliferacao celular e outras funcdes relacionadas. Também foi visto
que o 12(R)-HETE n&o é capaz de se ligar ao GPR31, e em relacdo a outros
metabdlitos como o 5(S)-HETE e 15(S)-HETE, hé& relativamente baixa afinidade a
esse receptor. Ambos enantidmeros do 12-HETE séo capazes de se ligar e agir como
antagonistas competitivos nos receptores de TX, que medeiam as atividades
biolégicas do TXAz2 e da PGH2, como a agregacao plaquetaria, segundo Fonlupt e
colaboradores (1991). A atividade antagonista foi descrita pela capacidade do 12-
HETE de relaxar células endoteliais de arteria mesentérica que anteriormente
sofreram constricdo por um mimético do TXAz (Siangjong et al., 2013).

O 12-HETE ja foi descrito como um metabolito com funcdes bioldgicas
importantes em processos inflamatérios. Demonstrou-se que o 12-HETE foi capaz de
induzir a quimiotaxia de neutrofilos humanos, de forma direta (Cunningham & Wollard,
1987), como também através da expressao da quimiciona proteina quimioatraente de
macrofagos (MCP-1/CCL2) por macréfagos murinos (Wen et al., 2008). Além disso, o
12-HETE também foi responsavel por induzir em macréfagos a producéo de citocinas
pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a (Wen et al., 2007) e a expressdo de moléculas
de adesdo em células endoteliais (Patricia et al., 1999). Apesar da 12-LOX e de seu
principal produto, o 12(S)-HETE, terem sido descobertos em plaguetas (Hamberg,
1974), suas respectivas funcdes fisiologicas nessas células ainda ndo estdo bem
elucidadas, visto que o 12-HETE possui efeitos tanto pré-tromboticos como anti-
tromoboticos. Assim, definir precisamente o papel desse lipideo na regulacdo da
funcdo plaquetaria tem sido desafiador (Yeung & Holinstat, 2011). Apesar disso, 0
12(S)-HETE mostrou-se um metabdlito capaz de aumentar a expressao de moléculas
de adesao na superficie, como a P-selectina (Ozeki et al.,1998), que € um marcador

de ativacao plaquetaria.

1.2.1 12-HETE em fisiopatologias
O 12-HETE também participa de processos patoldégicos no organismo, e

contribui nos mecanismos de desenvolvimento de certas doengas, como 0 cancer,
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diabetes e doencas cardiovasculares. Dessa forma, esse eicosanoide vem sendo
citado nos ultimos anos por alguns pesquisadores como um fator de significancia
clinica.

Ha diversos estudos na literatura que relacionam o 12-HETE com mecanismos
de progresséao, adesao e transmigracdo em varios tipos de cancer. O rompimento da
barreira endotelial dos vasos linfaticos esta envolvido com a capacidade de migracao
de células tumorais, relacionando com o desenvolvimento de mestéastases pelo
organismo (Hanahan & Weinberg, 2011). Nguyen e colaboradores (2016)
demonstraram que o 12-HETE secretado por células de cancer de mama foi capaz de
ativar uma cascata de sinalizacao nas células do endotélio linfatico, que esta envolvida
com a regulacdo da contracdo celular através da actina e miosina, causando a
retracao dessas células e por fim levando ao rompimento da barreira. Em conjunto, a
guebra da barreira endotelial de vasos nao linfaticos, como de artérias, também pela
acao do 12-HETE, é um dos mecanismos descritos para facilitar a metastase de
células tumorais. Foi demonstrado que o 12-HETE secretado por células de cancer
de mama, através de microparticulas, foi responsavel por induzir a retracdo das
células endoteliais (Uchide et al., 2007). Um estudo anterior demonstrou o papel do
12-HETE exdgeno na adesao de células de melanoma murino a células endoteliais,
através da expressdo aumentada de integrinas na superficie, de maneira dose-
dependente (Chopra et al., 1991). Em células de tumor colorretal, o 12-HETE j& foi
descrito como um importante indutor do fen6tipo migratério (Klamp et al., 2011), como
também em células de cancer de es6fago. Dessa forma, a expressao da 12-LOX foi
proposta como um bom biomarcador para o prognostico de pacientes com carcinoma
esofagico (Qu et al., 2019). Além disso, também ja foram detectados altos niveis de
12-HETE em les@es de carcinoma de células escamosas (Laquer et al., 2018).

Em cultura de células humanas de cancer de prostata, o 12-HETE foi
identificado como o metabdlito dominante do AA, além de seus niveis nesse tipo de
cancer, obtidos através de bidpsias, estarem aumentados (Yang et al., 2012). Dessa
maneira, 0s pesquisadores sugeriram que esse metabdlito pode ser um possivel
marcador para a prognose da doencga, ou até mesmo para a resposta em terapias
contra esse cancer. Também no céncer de prostata, ha evidéncias de que a
superexpressao da 12-LOX nessas células resulta em um nivel trés vezes maior de

VEGF, quando comparado as células do grupo controle (Nie et al., 2006), associando
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a angiogénese com o crescimento e progressao do cancer. Além disso, Pidgeon e
colaboradores (2002) observaram que através da inibicdo da atividade da 12-LOX
nesse mesmo tipo de cancer, ocorre a paralisagao do ciclo celular e a inducdo da
apoptose nas células.

O 12(R)-HETE, como ja mencionado, foi primeiramente isolado de lesGes de
psoriase na pele (Hammarstromt et al., 1975), e a partir desse estudo foram realizadas
posteriores andlises que compararam a configuracéo distinta desse metabdlito com
aquele produzido por plaguetas. Os pesquisadores que o identificaram observaram
concentracfes muito altas do 12(R)-HETE nas lesdes na epiderme, sugerindo a esse
eicosanoide uma importancia tanto na fisiopatologia quanto no diagndstico da
psoriase.

Alguns estudos relacionam a atividade do 12-HETE no organismo com o
desenvolvimento e grau de gravidade da diabetes. Foi proposto que a atividade
aumentada da 12/15-LOX e a consequente producao de 12-HETE contribuem para o
elevado estresse oxidativo, inflamacéo e injaria renal em camundongos diabéticos,
através da inibicdo dessa enzima (Faulkner et al., 2015). Outro estudo mostrou que
também na diabetes o 12-HETE foi capaz de reduzir a secrecdo de insulina pelas
ilhotas pancreaticas humanas, contribuindo para o aumento da morte celular nessas
ilhotas (Ma et al., 2010). Taylor-Fishwick e colaboradores (2015) sugeriram que a
inibicdo seletiva da atividade da 12-LOX é capaz de conferir prote¢ao as células 3 das
ilhotas pancreaticas durante exposi¢cdo a citocinas inflamatoérias. Através dessa
conclusdo, os autores propuseram a ideia de que a 12-LOX pode ser um alvo
interessante na prevengao da perda de funcao das células 3 na diabetes. Além disso,
também foi identificado que individuos recém diagnosticados com diabetes do tipo 1
apresentaram altos niveis séricos de 12-HETE (Henessy et al., 2016).

Duchez e colaboradores (2015) observaram que a internalizacdo de
microparticulas plaquetarias por neutréfilos em individuos com artrite reumatoide, e a
presenca delas nas juntas de camundongos € dependente da expresséo de enzimas
relacionadas com a producédo do 12(S)-HETE. Esse estudo evidenciou mais um
exemplo de mecanismo molecular o qual o 12-HETE atua durante o desenvolvimento
de doengas. Existem evidéncias de que o 12-HETE também participa dos
mecanismos fisiopatologicos da formacéo da placa de ateroma: a enzima 12/15-LOX

medeia as intera¢des entre monaocitos e celulas endoteliais na parede dos vasos - que
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€ um dos primeiros passos na formacao das placas - durante a aterogénese, através
da regulacéo da expressao de moléculas de adesao pelo endotélio, em camundongos
(Reilly et al., 2004; Manega et al., 2019). Zhang e colaboradores (2018) identificaram
que o eixo de sinalizacdo 12-LOX — 12-HETE — GPR31 € um determinante de grande
importancia no processo de lesdo hepética por isquemia-reperfusdo, e assim,
posteriormente, Yang e colaboradores (2019) observaram que o0 mesmo eixo de
sinalizacdo descrito esteve presente no processo de reocorréncia de carcinoma
hepatocelular pos lesdo de isquemia-reperfusédo (Yang et al., 2019).

Em relacdo ao aumento da permeabilidade vascular, Youmine e colaboradores
(1997) descreveram primeiramente, em um modelo funcional de células endoteliais
primarias da aorta, que o 12-HETE agiu como um indutor da permeabilidade
endotelial, a qual é uma das principais funcdes das células endoteliais. Alguns anos
depois, outro estudo indicou que a ativacdo da 12-LOX e a consequente producao de
seu metabdlito, o 12-HETE, podem estar relacionadas com o aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento de plasma induzidos pelo estimulo da
bradicinina e pelo PAF na pele in vivo, um 6rgédo no qual a via da LOX esté altamente
ativada (Wang et al, 1999). Alguns pesquisadores sugeriram que a atividade da 12/15-
LOX e os seus eicosanoides derivados sao fatores importantes que contribuem para
o aumento da permeabilidade vascular na retina durante a retinopatia diabética
(Othman et al., 2013; Ibrahim et al., 2015). Ja em 2009, Zarbock e colaboradores
descreveram que o bloqueio ou eliminacdo da enzima 12/15-LOX foi capaz de
aumentar a sobrevivéncia e reduzir a permeabilidade vascular em camundongos em
modelo de injaria pulmonar induzida por lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Dessa
forma, o estudo auxiliou no entendimento de como o 12-HETE pode agir e mediar a

permeabilidade vascular in vivo nesse modelo de injdria pulmonar.

1.3 Hipotese e justificativa

A dengue é uma das arboviroses mais importantes do mundo atualmente. O
principal indicador de gravidade da dengue é o aumento da permeabilidade endotelial,
que esta relacionado com a resposta do organismo frente a infec¢éo e a liberacao de
diversos mediadores pro-inflamatorios, o que intensifica a resposta do hospedeiro
além de ocasionar a ativacao e disfuncéo do endotélio vascular, e consequentemente

o extravasamento de fluidos e proteinas através desse endotélio. Além disso,
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metabodlitos do metabolismo do acido araquidénico, como o 12-HETE, tém sido
amplamente apresentados como mediadores ativos no processo inflamatério e em
mecanismos fisiopatolégicos. Entretanto, o papel do 12(S)-HETE, que € produzido
majoritariamente pelas plaquetas ativadas, na fisiopatologia da doenca ainda nao foi
investigado.

Tendo em vista os conceitos apresentados, nossa hipotese € que o 12(S)-
HETE liberado durante a infec¢ao pelo virus da dengue € capaz de ativar o endotélio,
levando ao aumento da permeabilidade endotelial e a liberacdo de mediadores
inflamatorios. Dessa forma, a melhor compreensao dos mecanismos moleculares e
celulares da disfuncéo endotelial que ocorre durante a dengue e de como o metabdlito
12-HETE esté relacionado com essa patologia, € de grande importancia para que
posteriormente sejam identificados possiveis alvos terapéuticos para essa doenca.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do mediador 12-HETE na ativacdo de células endoteliais e sua

participacdo na permeabilidade vascular associada a dengue.

2.2 Objetivos especificos

I. Quantificar os niveis de 12-HETE no plasma de pacientes com dengue;

Il. Avaliar o papel do mediador 12-HETE na ativagéo e permeabilidade das células

endoteliais humanas in vitro;

lll. Analisar o papel do 12-HETE na permeabilidade das células endoteliais

humanas in vitro estimuladas com plasma de pacientes com dengue.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostras Clinicas

Amostras de sangue periférico foram obtidas de 64 pacientes com dengue
assistidos no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas (IPEC) — FIOCRUZ
durante as epidemias ocorridas de 2011 a 2013. Foram colhidos 17 mL de sangue a
partir de puncéo venosa usando um escalpe de 21G em uma seringa contendo 3 mL
de anticoagulante composto com acido citrico, citrato de sédio e dextrose (ACD). O
sangue foi centrifugado a 200 x g por 20 minutos a temperatura ambiente, e através
da formacdo de um gradiente, o plasma foi recolhido e nhovamente centrifugado por
2500 x g, pelo mesmo tempo. Todas as amostras foram identificadas e armazenadas
a -80°C, e para os ensaios de Transwell, os plasmas foram diluidos em meio de
cultura, na concentracao final de 10%. O diagnéstico foi confirmado sorologicamente
a partir da deteccédo de IgM e IgG contra a proteina viral E (E-Den01M e E-Den01G;
PanBio) e/ou do antigeno viral NS1 (BioRad); ou molecularmente a partir da deteccao
do RNA viral. Os pacientes foram atendidos no Hospital do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ) de acordo com projeto ja aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa no mesmo instituto (2010, #016/2010). Todos o0s
participantes foram esclarecidos sobre os termos da pesquisa e assinaram o Termo
de consentimento esclarecido. Também foram obtidas 18 amostras de sangue
periférico de voluntarios saudaveis, os quais os plasmas foram obtidos e processados
da mesma forma do que o plasma dos pacientes, para que fossem utilizados como
controle nos ensaios realizados. A Tabela 1 identifica as principais caracteristicas

clinicas dos pacientes e individuos saudaveis em questao.

3.2 Dosagem de eicosanoides

Os niveis de 12(S)-HETE e tromboxano B2 do plasma de pacientes com dengue
e de voluntarios saudaveis foram dosados por kits de imunoensaio enzimatico (EIA),
do fabricante Enzo Life Sciences, e as instru¢bes foram seguidas. As reacdes
enzimaticas foram lidas em uma leitora de placas (SpectraMax 190 - Molecular
Devices), no comprimento de onda de 405 nm, e analisadas no software SoftMax Pro

versao 5.4.1.
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Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes com dengue e voluntarios saudaveis:

Controle  Dengue branda Dengue com sinais Dengue grave?
(18) (35) de alarme? (26) (3)
Idade (anos) 31(29-34) 39 (31-46) 38 (31-45) 34 (19-40)
Género 8 (44.44 %) 19 (54.3 %) 19 (73 %) 1(33.33%)
(masculino)

Contagem de
plaquetas
(x1,000 /mm3)
Hematécrito %
Albumina, g/dL
TGOJ/AST, IU/L

TGP/ALT, IU/L

116.5 (95-170)

42.6 (39.8-44.6)
3.7 (3.4-4.1)
52 (32.7-94)

82 (47.5-110.3)

115 (85-162)

43.3 (40.5-45.7)
3.6 (3.2-3.6)
40.5 (34-106.8)

60.5 (46.2-115.5)

28 (22-88)*

39.7 (39.1-45.2)
2.9 (2.9-3.4)*
158 (132-176)*

108 (69-157)

Manifestacdes - 10 (28.6 %) 13 (50 %) 3 (100 %)

hemorragicas®

Sinais clinicos do - 10 (28.6 %) 20 (76,9 %) 3 (100%)

aumento da

permeabilidade

vascular?

Hidratagcéo - 4 (11.4 %) 13 (50 %) 3 (100 %)

intravenosa

Infeccéo - 26 (74.3 %) 22 (84.6 %) 2 (66.66 %)

secundaria

PCR positivo - 11 (31.5%) 15 (57.7%) 1 (33.33%)
DENV-1 - 4 (36.36%) 6 (40%) 1 (100%)
DENV-4 - 7 (63.63%) 9 (60%) -

IgM+ - 27 (77.1%) 23 (88.5%) 3 (100%)

IgG+ - 29 (82.9%) 22 (84.6%) 3 (100%)

NS1+ - 12 (34.3%) 6 (23.1%) 1 (33.33%)

'Dor ou sensibilidade abdominal, vOomito persistente, edema, hipotensdo postural,

sangramento de mucosa, ou aumento no hematoécrito concorrente com declinio rapido da
contagem de plaquetas, de acordo com os critérios da WHO (2009);

2Extravasamento de plasma grave, acimulo de liquido em cavidade — ascite (evidenciado por
ultrassonografia abdominal) e/ou sangramento grave, de acordo com os critérios da WHO
(2009);

3Sangramento de gengiva, metrorragia, hematémese, hematdria, petéqueas e/ou exantema;
“Hipotensdo postural, oligdria, ascite, hipoalbuminemia e/ou >20% de aumento no
hematdcrito.

*p<0,05 em relag&o a dengue branda.

Dados séo expressos como mediana (intervalo interquartil) ou nimero (%).
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3.3 Cultura de células

Células HMVEC-L (Human Lung Microvascular Endothelial Cell) (Lonza) foram
cultivadas em meio EBM-2MV (Lonza) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB), fatores de crescimento (0.04% de hidrocortisona, 0.4% do fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), 0.1% do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
0.1% do fator de crescimento tipo insulina (IGF), 0.1% do fator de crescimento
epidermal (EGF), 0.1% do acido ascorbico) e antibiotico e antifingico (0.1% de
gentamicina/anfotericina-B), todos da Lonza. As células foram entdo mantidas em
atmosfera umida contendo 5% de CO:2 a 37°C, até atingirem 85% de confluéncia. As
passagens foram realizadas com solucdo de tripsina/0,025% de EDTA (GIBCO —

Thermo Fisher Scientific), e foram utilizadas células entre as passagens 6 e 10.

3.4 Reagentes

Foram utilizados nos ensaios o reagente 12(S)-HETE (Cayman Chemical) (0.1uM
e 1uM), diluido em etanol. Os antagonistas dos receptores BLT1 (U-75302) e BLT:2
(LY255283), aliquotados e diluidos em DMSO, ambos da Cayman Chemical, também
foram utilizados na concentracédo de 1uM. Os veiculos etanol ou DMSO utilizados nos

ensaios estavam nas maiores concentra(;c”)es, de acordo com o0s reagentes.

3.5 Ensaio de permeabilidade endotelial in vitro

Células HMVEC-L, na concentracdo de 3x10* células por poco, foram cultivadas
nos inserts de placas de Transwell de 24 pocos (4um) (Corning HTS-Transwell) por
72h, até atingirem confluéncia. As células foram estimuladas com 12(S)-HETE (0,1
UM e 1 uM) por 2 e 24 horas. Nos experimentos de bloqueio do receptor, as células
foram pré-tratadas por 30 minutos com LY255283 e estimuladas com 10% do plasma
de pacientes com dengue ou voluntarios saudaveis, diluidos em meio de cultura, por
2 horas. Ap6s o tempo de estimulo e tratamentos, a permeabilidade endotelial foi
mensurada através da passagem de 50 uM de albumina-fluoresceina isotiocianato
(FITC) (Sigma-Aldrich) pela monocamada de células, por 15 minutos, para a camara
inferior do sistema de Transwell. A quantidade de albumina-FITC foi lida em
fluorescéncia, em um espectofotbmetro (SpectraMax M5 - Molecular Devices), com

485 nm de excitacdo e 520 nm de emissao.

24



3.6 Imunofluorescéncia

Células HMVEC-L, na concentracéo de 1x10° células por poco, foram plaqueadas
em placas de 24 pocos (Costar) cobertas com laminulas circulares, e mantidas por 48
horas. Apds o estimulo de 2 horas com 1 uM de 12-HETE ou veiculo etanol, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% (PFA 4%), permeabilizadas e incubadas com
0 anticorpo primario anti-CD144) (BD Bioscience) (1:200, durante a noite) ou controle
isotipico IgG. Posteriormente, as células foram incubadas com o anticorpo secundario
DyLight 550 (Bethyl Laboratories) (1:500, 1 hora) e com Faloidina-Alexa Fluor 488
(Molecular Probes) (1:250, 20 minutos). Foi utilizado o meio de montagem Vectashield
com DAPI (Vector Laboratories). As imagens foram obtidas no microscépio confocal
de fluorescéncia Zeiss LSM710, na objetiva de 40, adquiridas e analisadas através do

programa software Zeiss Zen - Black Edition.

3.7 Citometria de fluxo

Células HMVEC-L foram plagueadas em placas de 24 pocos (Costar) e mantidas
por 48 horas. Assim, foram estimuladas com 12(S)-HETE (0,1 uM e 1 uM) ou o veiculo
etanol por 2 horas, e também pré-tratadas com U-75302 e LY255283 por 30 minutos
e em seguida estimuladas com plasma de pacientes com dengue ou voluntarios
saudaveis (10%) por 2 horas. Apds o tempo de estimulo, as células foram dissociadas
e soltas da placa através da acao da solucdo Accutase (StemPro — Thermo Fisher
Scientific), ajustadas para a concentracdo de 1x10° células/ml, incubadas com
anticorpo anti-CD144 conjudado a PE (BD Pharmingen) (1:10, 20 minutos), ou IgG1
PE (controle negativo) (BD Biosciences), e assim fixadas com PFA 4%. Os eventos
foram adquiridos em citbmetro FACSCalibur (BD Bioscience), e as aquisicoes
analisadas com os programas CellQuest Pro (BD Bioscience) e FlowJo V10 (BD
Bioscience).

3.8 Dosagem de citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante das células foram quantificados por kits
do ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Os mediadores analisados foram
IL-6, IL-8, MIF (R&D Systems), e as instru¢cdes do fabricante foram seguidas. As

reacfes enzimaticas foram lidas em uma leitora de placas (SpectraMax 190 -
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Molecular Devices) no comprimento de onda de 450 nm e analisadas no software

SoftMax Pro verséao 5.4.1.

3.9 Ensaio da Lactato Desidrogense

A viabilidade das células endoteliais foi avaliada através da quantificacdo da
enzima citosdlica lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante das células
estimuladas com 12(S)-HETE (0,1 uM e 1 uM) ou etanol por 2 horas. A liberagcédo da
enzima LDH para o meio extracelular apenas ocorre em caso de ruptura da membrana
plasmética, e consequentemente morte celular. Foi utilizado o kit de fluorescéncia
CytoTox 96-NonRadioactive Cytotoxicity Assay (Promega) e as instru¢cbes do
fabricante foram seguidas. O controle 100% morte foi feito com a concentracdo de

0,9% de Triton X-100 (Thermo Scientific), a qual é capaz de permeabilizar as células.

3.10 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Incorporation, versao 5.0). Foi utilizado o teste t de Student e o
teste ANOVA, seguido por poés-testes. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1 12-HETE e tromboxano B2 no plasma de pacientes com dengue

Visto que as plaquetas sao importantes efetores imunes durante a fisiopatologia
da dengue, nosso primeiro objetivo foi 0 de quantificar os niveis de um dos principais
produtos do metabolismo do acido araquidénico em plaquetas, o 12(S)-HETE e
também do TXB: - que é convertido a partir do metabdlito plaquetario tromboxano Az
(TXA2) - no plasma de pacientes com dengue. De acordo com a Figura 4.1, € possivel
observar maiores niveis séricos de 12-HETE em pacientes com dengue se
comparados individuos saudaveis. Além disso, o0s niveis plasmaticos de 12-HETE se
mostraram maiores em pacientes com dengue grave e que apresentam sinais de
alarme em relacdo a pacientes com dengue branda. Em contraste, ainda podemos
observar que os niveis de TXB2 sdo menores no plasma de pacientes com dengue, e
gue esse mediador apresentou uma tendéncia a niveis baixos em pacientes com
dengue grave. Esse resultado nos sugere uma relacdo importante entre os niveis

circulantes de 12-HETE e a gravidade da dengue.

4.2 O 12-HETE induz o aumento da permeabilidade endotelial em células
HMVEC-L

Como proximo passo desse estudo, avaliamos, através de um ensaio de
permeabilidade endotelial in vitro, se 0 mediador lipidico 12-HETE seria capaz de
causar o aumento da permeabilidade nas células endoteliais, ja que esse efeito é uma
das caracteristicas mais importantes da ativacdo do endotélio. Para isso, as células
HMVEC-L confluentes foram estimuladas com diferentes concentragdes de 12-HETE,
durante 2 e 24 horas e posteriormente avaliadas para o extravasamento de albumina-
FITC pela monocamada celular. De acordo com a Figura 4.2, é possivel observar que
as células endoteliais estimuladas com 12-HETE, em ambas concentracoes,
apresentaram maior extravasamento de albumina-FITC, e logo maior permeabilidade
endotelial, quando comparado as células dos grupos controle. O tempo de 2 horas foi
o suficiente para observar esse efeito, visto que ndo houve aumento consideravel da

permeabilidade no tempo de 24 horas.
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Figura 4.1 Niveis séricos de 12-HETE e tromboxano B, de pacientes com dengue e de
individuos saudaveis. Foram quantificados os niveis de 12-HETE (A) e tromboxano 82 (TXBz)

(B) no plasma de individuos saudaveis (controle) e de pacientes com dengue branda, dengue
com sinais de alarme (SA) e dengue grave. A razdo entre os niveis de 12-HETE e TXB2

também foi representada (C). Linhas indicam a mediana e o intervalo interquartil. * p < 0,05
em relagc&o ao controle; # p < 0,05 entre dengue branda e dengue SA + grave. N=80
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Figura 4.2 Extravasamento passivo de albumina-FITC pela monocamada de
células endoteliais ap6s estimulo com 12-HETE. Células HMVEC-L foram
estimuladas com 12(S)-HETE ou com o veiculo etanol, por 2 e 24 horas. As barras
representam a média das triplicatas com erro padrdo. Grafico representativo de trés
experimentos independentes. * significa p < 0,05 em relagado ao grupo veiculo.

4.3 O estimulo do 12-HETE é capaz de diminuir a presenca de VE-caderina e
gerar aumento dos espagcamentos entre as células endoteliais.

ApOs observar que o 12-HETE foi capaz de induzir o aumento da
permeabilidade endotelial, nosso préximo passo foi investigar os mecanismos
celulares envolvidos nesse efeito. Para isso, as células HMVEC-L confluentes foram
estimuladas com diferentes concentracdes de 12-HETE e posteriormente
processadas para avaliacdo da morfologia, através do citoesqueleto, como também
para analise da proteina de juncdo VE-caderina por microscopia confocal. A VE-
caderina é o componente mais importante das juncfes de aderéncia (Trani & Dejana,
2015) e seu dominio extracelular é responsavel por conectar as células vizinhas.

Dessa forma, de acordo com a Figura 4.3, é possivel observar que o estimulo
do 12-HETE por 2 horas foi capaz de gerar interrupc¢des na localizagcéo da VE-caderina
nas células endoteliais, evidenciado pelas setas, quando comparado as células que
nao receberam nenhum estimulo ou que receberam o estimulo com o veiculo etanol.
Além disso, a Figura 4.3 ainda demonstra que o 12-HETE foi capaz de induzir a
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formacdo de espacamentos célula-célula apresentados pela morfologia e pela
marcacao dos filamentos de actina (F-actina), através da faloidina. Essa diferenca &
observada ao comparar as células estimuladas com 12-HETE com aquelas do grupo
controle, que ndo apresentam nenhum espaco intercelular. Esses espacamentos
podem ter sido desencadeados devido a capacidade de retracdo das células
endoteliais em resposta a alguns estimulos, a qual € controlada pela F-actina e por
outros componentes do citoesqueleto. Contudo, ndo foram observadas grandes
diferengas no padréo de distribuicdo da F-actina entre as células que receberam o
estimulo do 12-HETE e daquelas que nao receberam.

Para complementar esse dado, também analisamos as células endoteliais em
relacdo a presenca da VE-caderina na membrana plasmatica através da citometria de
fluxo (Figura 4.4). Corroborando os dados ja exibidos anteriormente, o estimulo do 12-
HETE por duas horas induz a diminuicdo da porcentagem de células endoteliais
positivas para a VE-caderina, bem como da intensidade média de fluorescéncia (IMF)
para a mesma proteina de juncdo. A diminuicdo da exposi¢cao da VE-caderina na
membrana celular pode estar relacionada com a sua internalizacao pds estimulo do
mediador 12-HETE.
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Figura 4.3. Imunofluorescéncia para VE-caderina e F-actina das células endoteliais
estimuladas com 12-HETE. Células HMVEC-L nas condi¢gbes néo estimuladas (apenas
meio de cultura) (A), estimuladas com 12-HETE (1 uM) (B) ou com o veiculo etanol (C)
por duas horas. As imagens foram obtidas no microscépio confocal de fluorescéncia Zeiss
LSM710, no aumento de 400x. As barras de escala representam 50 pm. Setas apontam
as interrupgbes na marcagdo de VE-caderina, e as pontas de seta mostram o0s
espacamentos entre as células presentes através do citoesqueleto, por faloidina. Imagens
representativas de trés experimentos independentes.
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Figura 4.4. Analise da marcacdo de VE-caderina das células endoteliais estimuladas
com 12-HETE. Células HMVEC-L foram estimuladas por 2 horas com 12-HETE ou com o
veiculo etanol e posteriormente processadas e analisadas para a presenca de VE-caderina
por citometria de fluxo. Estdo demonstradas a porcentagem de células positivas (A) e a
intensidade média de fluorescéncia (IMF) (B) para a VE-caderina. A Figura C mostra o
histograma de um experimento representativo, para os grupos controle veiculo e 12-HETE
(1 uM). Barras dos graficos representam a média das triplicatas com erro padréo. Graficos
A e B apresentados como média dos dados de trés experimentos independentes. * significa
p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

4.4 As células endoteliais produzem maiores niveis de IL-6 sob estimulo do 12-
HETE

Partindo do principio que as células endoteliais participam ativamente de
processos inflamatérios e sdo capazes de produzir diversas citocinas e quimiocinas

em resposta a estimulos, modulando a reposta do organismo a alguma lesao tecidual
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ou patogeno (Pober & Sessa, 2007; Mai et al., 2013), nosso préximo passo foi o de
investigar a capacidade do mediador lipidico 12-HETE em induzir a producédo e
liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios pelas células endoteliais, que é outra
caracteristica da ativagdo do endotélio. Desta forma, o sobrenadante das células
estimuladas foi recolhido para quantificacdo dos niveis de citocinas, nos tempos de 2
e 24 horas. De acordo com a Figura 4.5, é possivel observar que as células endoteliais
sob efeito de 12-HETE foram capazes de secretar em maiores quantidades a citocina
IL-6 no tempo de 2 horas. Em contraste, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a liberacdo dos outros mediadores avaliados, IL-8 ou MIF, pelas
células endoteliais dos diferentes grupos analisados no mesmo tempo. Ja no tempo
de 24 horas, observa-se que os niveis dos trés mediadores inflamatorios analisados
aumentaram em relagéo ao tempo de 2 horas, mas ndo ouve diferenga significativa
entre os grupos controle e 12-HETE. Isso demonstra que o 12-HETE ativou as células
HMVEC-L especificamente em até 2 horas. Também foram quantificados os niveis de
TNF-a secretados pelas células, porém nao houve liberagdo significativa dessa
citocina por nenhum dos grupos estudados, e em nenhum dos tempos observados

(dado néo exibido).

4.5 O 12-HETE nao foi capaz de induzir morte das células endoteliais

Com o intuito de avaliar possiveis efeitos citotdéxicos — diretos ou indiretos — do
estimulo do 12-HETE para as células endoteliais, em seguida foi avaliada a taxa de
morte celular apos 2 horas de estimulo. A Figura 4.6 demonstra que a viabilidade
celular ndo sofreu alteracdo com o estimulo do mediador lipidico 12-HETE, em ambas
as concentragdes utilizadas, quando comparada com os controles sem estimulo ou
com o estimulo do veiculo etanol, ja que ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos. Dessa forma, esse resultado nos sugere que a inducdo da morte
celular ndo esta envolvida nos possiveis mecanismos de acdo do 12-HETE sob as

células, em relacéo a ativacao/disfuncéo endotelial.
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Figura 4.5. Niveis de citocinas liberadas pelas células endoteliais apés estimulo do
12-HETE. Células HMVEC-L foram estimuladas por 2 e 24 horas com 12-HETE ou com
0 veiculo etanol, os sobrenadantes recolhidos e os mediadores secretados IL-6 (A, D),
IL-8 (B, E) e MIF (C, F) foram quantificados por ELISA. As barras representam a média
das triplicatas com erro padrdo. Gréfico apresentado como média dos dados de trés
experimentos independentes. * significa p < 0,05 em relacéo ao grupo veiculo.
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Figura 4.6. Analise da viabilidade das células endoteliais sob efeito do 12-HETE.
Células HMVEC-L foram estimuladas por 2 horas com 12-HETE, e a enzima Lactato
Desidrogenase (LDH) foi quantificada nos sobrenadantes colhidos. A quantificacao foi
analisada percentualmente em relacdo ao controle 100% morte (células sob efeito de
0,9% de Triton X-100). As barras representam a média das triplicatas com erro padrao.
Gréfico apresentado como média dos dados de trés experimentos independentes.

4.6 O bloqueio do receptor BLT> reverte o extravasamento vascular na dengue
in vitro, e isso pode ser mediado pela diminuicdo da VE-caderina

O primeiro resultado do presente estudo mostra que pacientes com dengue
apresentam maiores niveis séricos de 12-HETE do que voluntarios saudaveis, e que
além disso, h4 maiores quantidades do eicosanoide no plasma de pacientes com
dengue grave e que apresentam sinais de alarme, do que em pacientes com dengue
branda, sugerindo um papel desse mediador na infeccdo. Como ja citado
anteriormente, o 12-HETE é um agonista de alta afinidade para o receptor BLT>
(Yokomizo et al., 2001), que € expresso em diversos tecidos, incluindo o endotélio. A
partir disso, bloqueamos previamente o receptor BLT2 nas células endoteliais, e a
seguir estimulamos essas células com plasma de pacientes com dengue. De acordo
com a Figura 4.7, € possivel observar que, quando comparado ao plasma de doadores
saudaveis (controle), o soro dos individuos doentes gera um aumento ha
permeabilidade endotelial, mostrando que os mediadores presentes nesse plasma

contribuem para o extravasamento vascular da dengue. A partir disso, observamos
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gue o pré-tratamento com o0 antagonista do receptor BLT2 LY255283 é capaz de
reverter esse extravasamento endotelial in vitro, a niveis similares aqueles obsevados

pelo estimulo da amostra de voluntérios saudaveis.
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Figura 4.7. Extravasamento passivo de albumina-FITC pela monocamada de
células endoteliais ap6s bloqueio do receptor BLT, Células HMVEC-L foram
previamente tratadas por 30 minutos com 0.1 uM de LY255283 ou o veiculo DMSO, e
depois estimuladas com plasma de pacientes com dengue ou voluntarios saudaveis
(controle) por 2 horas. As linhas indicam a mediana e o intervalo interquartil. * significa
p < 0,05 em relagéo ao grupo dengue + LY255283. # significa p < 0,05 em relagc&o ao
grupo controle. (N= 13)

Para melhor investigar os mecanismos celulares relacionados ao aumento da
permeabilidade observado no resultado anterior, novamente estimulamos células
endoteliais com o plasma de pacientes com dengue, e dessa vez o pré-tratamento foi
feito com antagonistas dos receptores BLT1 e BLT2. Através da citometria de fluxo, foi
possivel observar que a intensidade média de fluorescéncia para VE-caderina foi
menor nas células estimuladas com o plasma de individuos doentes quando
comparada com as células estimuladas com o plasma de doares saudaveis (Figura

4.8).
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Além disso, a Figura 4.8 ainda mostra que o bloqueio do receptor BLT1 por seu
antagonista especifico (U-75302) nao altera a presenca de VE-caderina nas células
estimuladas, se comparado com as células sem pré-tratamento ou do grupo veiculo.
No entanto, o bloqueio do receptor BLT2 apresenta uma tendéncia para a diminui¢ao
da IMF para VE-caderina nas células estimuladas com o plasma. Logo, pode-se
concluir que o mecanismo da diminuicdo de VE-caderina na superficie da célula, que
esta relacionada com o aumento da permeabilidade endotelial, pode ocorrer via
receptor BLT2, mas possivelmente ndo via receptor BLT1, o qual o 12-HETE possui
baixa afinidade. Esses resultados descritos acima, portanto, sugerem um papel

importante do 12-HETE na contribuicdo do extravasamento vascular na dengue.
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Figura 4.8. Avaliagdo da presenca de VE-caderina em células endoteliais
estimuladas ap6s o bloqueio de receptores BLT; e BLT,. Células HMVEC-L foram
previamente tratadas por 30 minutos com LY255283 (0.1 uM), U-75302 (0.1 uM) ou o
veiculo DMSO, e depois estimuladas com plasma de pacientes com dengue ou voluntarios
saudaveis (controle) por 2 horas. Posteriormente as células foram processadas e
analisadas para a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de VE-caderina por citometria
de fluxo. As barras representam a média das amostras com erro padrdo. * significa p <
0,05 em relacdo aos grupos controle correspondentes. (N=8)
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5. Discussao

A ativagdo e posterior disfuncdo do endotélio estdo relacionadas com a
patogénese de diversas doencas, como as cardiovasculares e as doencas
infecciosas, como malaria e dengue, por exemplo (Hadi et al, 2005; Kim et al., 2011,
Srikiatkhachorn & Kelley, 2014). O 12-HETE, produto do metabolismo do acido
araquidonico, vem sendo citado como um modulador importante durante
fisiopatologias que também envolvem as células endoteliais, como a diabetes, a
migracao de células tumorais e o aumento da permeabilidade vascular (Uchide et al.,
2007; Zarbock et al., 2009; Othman et al., 2013). Sabe-se que uma das principais
caracteristicas da patogénese da dengue € o aumento da permeabilidade vascular,
que leva ao extravasamento de plasma em nivel microvascular das cavidades pleural
e abdominal (Malavige & Ogg, 2017). Entretanto, ainda ndo esta totalmente elucidado
quais sdo os mediadores inflamatérios responsaveis ou que participam da
fisiopatologia da dengue, e ainda ndo existem estudos que relacionam o 12-HETE ao
desenvolvimento dessa doenca.

Dessa forma, sabendo que ha evidéncias de que as plaguetas sao importantes
efetores imunes que participam ativamente na fisiopatologia da dengue (Hottz et al.,
2018), objetivamos investigar se mediadores produzidos pelas plaguetas durante a
dengue influenciariam na resposta imune dessas células frente a infeccao. Assim,
primeiramente quantificamos os niveis plasmaticos de 12-HETE e TXB2 em individuos
com dengue. O TXB2 é um metabdlito secundario do metabolismo do AA nas
plaquetas, produto de uma hidrélise do TXA2, que € produzido em altas quantidades
por plaquetas (Hamberg & Samuelsson, 1974; Wang et al., 2001). Por ser um
metabdlito biologicamente inerte, o TXB: foi escolhido como alvo a ser dosado no
plasma para avaliar a atividade do metabolismo do AA em plaquetas. Ja 0 12(S)-HETE
€ um dos principais produtos do metabolismo plaquetario do AA. Observamos que ha
maiores quantidades de 12-HETE no plasma de pacientes doentes, em relacdo aos
individuos saudaveis, e que além disso, os niveis de 12-HETE sdo maiores no plasma
de pacientes com dengue grave ou que apresentaram sinais de alarme do que
pacientes com dengue branda. Entretanto, os niveis de TXB2 estavam em menores
guantidades no plasma de pacientes com dengue do que em voluntarios saudaveis.
Diversos estudos na literatura demonstram que citocinas e mediadores pro-

inflamato6rios presentes no plasma sanguineo de pacientes com dengue sao
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responsaveis por desencadear o extravasamento vascular observado na doenca
(Cardier et al., 2005; Martina et al., 2009; Appanna et al., 2012; Raekiansyah et al.,
2014; Tramontini et al., 2017), mas ainda ndo ha na literatura nenhum estudo que
identifica altos niveis de 12-HETE no plasma dos pacientes doentes, ou relaciona esse
fato com o desenvolvimento e fisiopatologia da dengue.

Com o resultado obtido, nosso proximo objetivo foi o de melhor investigar o
papel do eicosanoide 12-HETE em desencadear a ativacao do endotélio. Através de
ensaio de permeabilidade in vitro, demonstramos que o 12-HETE foi capaz de induzir
o0 aumento da permeabilidade na monocamada de células endoteliais da
microvasculatura pulmonar humana (HMVEC-L) no tempo de 2 horas, e que esse
efeito se manteve, sem aumentar significativamente, em 24 horas. Esse dado
corrobora com o estudo de YOUMINE e colaboradores (1997), que descreveram pela
primeira vez, in vitro, a capacidade do 12-HETE de aumentar a permeabilidade
vascular, em modelo de células endoteliais de aorta porcina. Também in vitro, Zarbock
e colaboradores (2009) demonstraram que o 12-HETE aumenta a permeabilidade de
células endoteliais pulmonares humanas. Outros estudos também evidenciam a
capacidade desse mediador de modular o aumento do extravasamento vascular in
vivo, para além de modelos de cultivo de células (Wang et al., 1999; Zarbock et al.,
2009).

Com isso, nosso préximo passo foi o de investigar os mecanismos celulares
relacionados com o aumento da permeabilidade endotelial pelo 12-HETE, através da
observacédo dos efeitos na morfologia da monocamada das células endoteliais e na
marcacao para a proteina de juncdo VE-caderina. As células endoteliais apresentaram
interrupgdes na marcagdo de VE-caderina apos o estimulo de 2 horas do 12-HETE, e
de forma complementar a esse dado, através da técnica de citometria de fluxo também
foi possivel concluir que houve diminuicdo da porcentagem de células positivas e da
intensidade média de fluorescéncia na marcacédo para essa proteina. Visto que a VE-
caderina € considerada um componente importante nas juncdes de aderéncia das
células endoteliais (Trani & Dejana, 2015), o seu papel crucial na integridade vascular
a torna um alvo para diversos eventos de sinalizagdo, os quais podem levar a
disfungcéo da barreira endotelial e o aumento da permeabilidade vascular (Gavard,
2013). Logo, a menor exposicao da VE-caderina desencadeada pelo estimulo do 12-
HETE pode estar conectada com a sua internalizacdo, Vvisto que essa proteina é
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considerada uma molécula de adeséo altamente dinamica com um trafico endossomal
via clatrina bem regulado (Xiao et al., 2005), relacionando diretamente sua
internalizacdo com a perda das jungbes intercelulares. Esse mecanismo pode,
portanto, contribuir direcionando o comportamento do endotélio, e entdo induzir a
migracao celular e aumento da permeabilidade vascular (Troyanovsky et al, 2006;
Schulte et al., 2011; Li et al., 2012).

Além disso, ainda pela técnica de microscopia, observamos que sob efeito do
12-HETE, as células endoteliais apresentaram maiores espacamentos intercelulares
do que as células que ndo receberam esse estimulo, via visualizacéo do citoesqueleto
de actina. Esse dado corrobora novamente com o trabalho de Zarbock e
colaboradores (2009), que demonstrou que, ao estimular células de endotélio
pulmonar humano com 12-HETE, ha um aumento do espacamento entre as células,
0 que também foi observado pela marcacao de faloidina, que se liga diretamente aos
filamentos de actina.

Considerando que ja foi descrito que o 12-HETE é capaz de modular a
producéo e secrecao de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos (Wen et al., 2007),
decidimos avaliar se esse eicosanoide seria capaz de interferir na producdo de
citocinas pro-inflamatdérias pelas células endoteliais, que é uma das caracteristicas de
um endotélio ativado. Como resultado, observamos que as células endoteliais
estimuladas com 12-HETE foram capazes de produzir em maiores niveis a citocina
IL-6, mas ndo de IL-8 e MIF no tempo de 2 horas. Ja no tempo de 24 horas,
observamos que a quantidade das trés citocinas avaliadas e liberadas pelo endotélio
estimulado aumentou em relacdo ao tempo de 2 horas, porém ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos de estimulo e controle analisados. De forma a
relacionar a producéo do IL-6 induzida pelo 12-HETE com a ativacdo do endotélio,
evidéncias como o trabalho de Maruo e colaboradores (1992) foram capazes de
demonstrar a acdo da IL-6 no aumento da permeabilidade vascular em células
endoteliais bovinas. Em células endoteliais de veia de corddo umbilical humano em
hipoxia, foi demonstrado que as espécies reativas de oxigénio geradas durante essa
condicao regulam a secrecdo de citocinas como IL-6, a qual leva a alteracdes da
permeabilidade endotelial (Ali et al., 1999). Somando a isso, em 2018, Alsaffar e
colaboradores demonstraram que a IL-6 promove a perda da barreira endotelial via

fosforilacdo de proteinas quinases e sintese proteica de novo, o que foi avaliado
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utiizando como um dos parametros a localizacdo da VE-caderina por
imunofluorescéncia. Assim, evidencia-se um papel importante da IL-6 na inducéo do
aumento da permeabilidade endotelial e em mecanismos de ativagédo do endotélio.

Também foi observado nesse presente estudo que o estimulo pelo 12-HETE
nao causa a morte de células HMVEC-L no tempo de 2 horas. Analisamos a morte
celular por meio da quantificacdo da enzima citosolica LDH, que so € liberada para o
meio extracelular apos dano e ruptura da membrana da célula. Logo, é podemos inferir
que o mecanismo de morte que foi avaliado € decorrente da ruptura da membrana,
com liberagdo do conteudo citoplasmatico, como a necroptose ou piroptose.
Entretanto, ndo foi possivel afirmar com os dados obtidos nesse trabalho que o 12-
HETE n&o induz outros tipos de morte celular programada, como a apoptose, por
exemplo. H4 evidéncias na literatura que demonstram que a inibicdo da enzima 12-
LOX aumenta a ocorréncia de apoptose em células vasculares de musculo liso,
avaliada pela fragmentacdo de DNA, e que o tratamento dessas células com 12-
HETE previne aindug&o da morte (Weisinger et al., 2013). Em contraste, foi observado
previamente que o estimulo do 12-HETE induziu neurotoxicidade em modelo de
células neuronais de camundongos (Kwon et al., 2005).

Através do ensaio de permeabilidade in vitro, também estimulamos células
endoteliais com o plasma de pacientes com dengue a 10%, por 2 horas, e observamos
um aumento consideravel da permeabilidade endotelial, através do comprometimento
da integridade do endotélio. Esse dado corrobora diversos outros estudos na literatura
ja citados nesse trabalho. Além disso, ao utilizar o antagonista competitivo do receptor
BLT2, que é um receptor o qual o 12-HETE possui alta afinidade, observamos que o
extravasamento vascular induzido pelo estimulo do plasma foi revertido, e pode ser
comparavel com o extravasamento ocorrido pela acdo de plasmas de individuos
saudaveis.

Nosso ultimo resultado também sugere que a diminuicdo da presenca de VE-
caderina nas células endoteliais € um dos mecanismos funcionais envolvidos no
aumento da permeabilidade vascular, causada pelo plasma de pacientes com dengue.
Esse mecanismo ocorreu através do receptor BLT2, mas ndo pelo receptor BLT1.
Yokomizo e colaboradores (2001) demonstraram pela primeira vez o agonismo do 12-

HETE pelo receptor BLT2, com alta afinidade. O receptor BLT1 é de alta afinidade para
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0 LTB4, mas de baixa afinidade para o 12-HETE, o que pode explicar a agdo desse
receptor especificamente durante o processo.

Alguns estudos relacionaram a diminuicdo da expressao ou presenca de outras
proteinas de juncdo com o aumento da permeabilidade induzido por fatores contidos
no plasma de individuos com dengue. Jeewandara e colaboradores (2015)
observaram a diminuicdo da molécula ZO-1 em células endoteliais apds estimulo do
soro de pacientes com dengue, e Appanna e colaboradores (2012), além de
constatarem a diminuicdo de ZO-1, também observaram o desarranjo da localizagcéo
de VE-caderina por imunofluorescéncia em células HUVEC.

Vale ressaltar que nesse trabalho néo foi avaliada a acdo do LTB4 no aumento
da permeabilidade vascular durante a dengue, apesar de seus receptores terem sido
um dos alvos do estudo. Portanto, com os dados obtidos e discutidos, ainda néo é
possivel afirmar que ndo ha contribuicAo do LTB4 no extravasamento vascular
observado na dengue, ou saber sobre os niveis desse eicosanoide no plasma de
individuos doentes. Assim, estudos posteriores sdo necessarios para que essas
informacdes possam ser esclarecidas. Aléem disso, também ndo podemos afirmar que
0 mecanismo do aumento da permeabilidade induzido pelo 12-HETE durante a
dengue ocorre Unica e obrigatoriamente pelo receptor BLT2, visto que nos ultimos
anos foi identificado um receptor especifico para o 12-HETE, o GPR31 ou 12-HETER
(Guo et al., 2011). Dessa forma, novas analises in vitro necessitam ser realizadas para
melhor entender os mecanismos por tras do aumento da permeabilidade vascular que
ocorre na dengue.

Com os dados obtidos, podemos sugerir que o 12-HETE participa e contribui
para 0 aumento da permeabilidade vascular da dengue. Entretanto, € importante
salientar que o eicosanoide é apenas um dos diversos fatores presentes no plasma
gue desencadeiam esse efeito no endotélio. Como ja foi descrito por outros estudos,
fatores proé-inflamatoérios produzidos pelo hospedeiro frente a infeccédo pelo virus da
dengue como IL-1B, PAF, TNF-a, VEGF entre outros, juntos, podem ter efeitos
sinérgicos ao induzir o aumento da permeabilidade de células endoteliais, contribuindo

portanto para a fisiopatologia dessa doenca (Malavige & Ogg, 2017).
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6. Conclusodes

Pacientes com dengue apresentam maiores niveis plasméaticos de 12-HETE, em
comparacdo com o TXBz. Além disso, observou-se que 0s niveis de 12-HETE
circulantes foram maiores em pacientes com dengue grave e que apresentam
sinais de alarme do que em pacientes com dengue branda e doadores saudaveis;
O estimulo in vitro com 12-HETE pode ativar células endoteliais microvasculares,
modulando a presenca da proteina de juncdo VE-caderina e induzindo o aumento
da permeabilidade endotelial e da producao de mediadores inflamatorios;

O estimulo in vitro do 12-HETE néo foi capaz de induzir morte com liberacdo do
conteudo citoplasmatico nas células endoteliais;

A capacidade do plasma de individuos com dengue de aumentar a permeabilidade
endotelial in vitro foi inibida via receptor BLT2, e isso sugere um papel importante

do 12-HETE na fisiopatologia da dengue.
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7. Perspectivas

Como perspectivas futuras inerentes a esse trabalho, pretende-se dosar LTB4
no plasma dos pacientes com dengue e relacionar os niveis desse eicosanoide com
a gravidade da doenca observada nos pacientes, assim como foi realizado com o 12-
HETE. Além disso, investigar se o estimulo do 12-HETE nas células endoteliais seria
capaz de induzir outras formas de morte celular programada, como a apoptose, e de
como essa morte se relacionaria com o aumento da permeabilidade vascular sé&o
objetivos futuros desse estudo. Também se objetiva elucidar os mecanismos 0s quais
0 12-HETE contribui para o extravasamento vascular da dengue, através do bloqueio
do receptor especifico GPR31/12-HETER nas células endoteliais, antes do estimulo

com o plasma de pacientes doentes.
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