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Resumo

O estresse oxidativo é uma condicdo bioldgica que ocorre quando que ha um
desequilibrio entre a producdo de oxidantes e antioxidantes o que acarreta
consequéncias graves para o organismo, como alteracdes nos lipidos, proteinas e ADN.

A producdo de oxidantes faz parte dos mecanismos fisiologicos normais e ocorre
diariamente no nosso organismo. Contudo, podem ser exacerbados por fatores externos.
Ambas as causas de producdo de radicais livres, principais oxidantes a serem
produzidos, sdo importantes e constituem uma grande fonte da sua produgdo. O

organismo possui mecanismos capazes de combater estes danos.

Esta descrito na literatura que o estresse oxidativo estd envolvido na progressdo da
infecdo por VIH, provocando diversas alteracbes verdadeiramente importantes no
percurso da infecdo como alteracdo ao nivel da replicagdo viral, enfraquecimento do

sistema imunitario e elevada perda de peso.

Pretende-se assim, neste trabalho, fazer uma revisdo bibliogréfica sobre as alteragdes no
metabolismo oxidativo em individuos infetados com VIH e avaliar a sua influéncia na

evolucéo desta patologia.

Palavras-Chave: Estresse oxidativo, Radicais livres de oxigénio, infe¢cdo por VIH,

antioxidantes.



Abstract

The oxidative stress it’s a biological condition that occurs when there is na imbalance
between the production of oxidants and antioxidants that entails serious consequences to
the organism, such as exemple the changes in lipids, proteins and DNA.

The production of oxidants is part of normal physiological mechanisms in the body
occurs daily. However, may be exacerbated by external factors. Both cause production
of free radicals, leading to oxidative be produced, are important and are a major source
of their production. The organism has mechanisms that can fight those damages.

It is writen that the oxidative stress it’s involved in the progression of infection by HIV,
resulting in several changes that are very importante in the route of infection, such as it
is the change at viral replication level, impairment of immune sistem and critical lost of

weigh.

In this job, it is intended to do a bibliographic review about the changes in the oxidative
methabolism in individuals that are infected with HIV and evaluate that influence in the

evolution of this pathology.

Key Words: Oxidative stress, Oxygen free radicals, HIV infection, antioxidants
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I. Introducéo
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1.1 Enquadramento

A infecdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) é causada por dois tipos de
retrovirus, VIH 1 e 2, sendo que o primeiro é o mais difundido e com varios subtipos
genéticos, enquanto o segundo se encontra praticamente confinado a Africa, e é o
menos virulento (Borel et al.,1999). O estado mais avangado da infe¢do pelo VIH

designa-se SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2011 estimou-se que 34 milhdes
de pessoas estavam infetadas pelo VIH, e nas ultimas trés décadas esta doenca ja tirou a
vida a mais de 25 milhdes de pessoas (OMS, 2012). S6 no ano de 2004, cerca de 3
milhGes de pessoas perderam a vida devido a esta doenca, e ainda houve um registo de 5
mil novos casos (Rang et al., 2008). Esta epidemia é predominante na Africa
subsaariana onde, em cada 20 adultos 1 é portador da doenca VIH, e 69% dos infetados
vivem nesta area (OMS, 2012).

Esta doenca tem como caracteristica principal o enfraquecimento do sistema imunitario,
0 que origina o aparecimento de doencas oportunistas. As infecdes graves, consistem na
tuberculose, considerada a infe¢do oportunista mais comum em individuos com VIH, a
meningite, causada por Cryptococcus Neoformans, a hepatite B e C, e a malaria
(Cuppari e Ferrini, 2002; Chang et al., 2013).

O intestino € um dos principais alvos das doencas relacionadas com a SIDA, sendo que
as suas complicagdes, ou patologias, estdo associadas & diarreia, candidiase oral e
esofagica, disfagia e odinofagia, o que podera levar a um desequilibrio nutricional do
paciente com SIDA (Sepulveda e Watson, 2002).

A desnutricdo afeta o sistema imunoldgico predispondo também o doente a uma grande
variedade de doengas patogénicas. Desta forma, seguir uma alimentacdo equilibrada

parece ser essencial para os individuos VIH-positivos.

Estes doentes ostentam descomunais desequilibrios ao nivel dos micronutrientes como

vitamina A, C, B12, e minerais como zinco e selénio, principalmente devido a ingestéo
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menos de 50% do recomendado (Cuppari e Ferrini, 2002) mas também devido as
alteracbes gastrointestinais. Alguns autores sugerem a suplementacdo de
micronutrientes, usando pro-bioticos que se caraterizam por preparacGes ou produtos
que incluem microrganismos viaveis, e pré-bidticos que se definem como alimentos nao
hidrolisaveis no trato gastrointestinal superior, promovendo preferencialmente o
crescimento de bactérias intestinais. Esta suplementacdo deve ser prudente e
individualizada pois é necessaria para manter o sistema imunoldgico, aumentar a
integridade das superficies das mucosas e melhorar as respostas aos anticorpos, através
do aumento da proliferacéo de globulos brancos (Cuppari e Ferrini, 2002; Suttajit, 2007;
Damido, A., 2008). Alteracdes neurologicas sdo também responsaveis pelo
emagrecimento acentuado e bem visivel, tdo caracteristico neste tipo de doentes, pois
influenciam o apetite e a capacidade de ingestéo de alimentos (Cuppari e Ferrini, 2002).
Nas criancas podem ocorrer alteracbes no ritmo de crescimento bem como o
comprometimento da fungdo imune devido a deficiéncias de micronutrientes. Também a
presenca de radicais livres podem alterar a patogenicidade e a replicacdo viral, o que
pode modificar a transmissdo, assim como o percurso clinico da infecdo (Oliveira e
Patin 2008).

Individuos infetados com VIH tém uma infegdo cronica devido a acumulagdo de virus
em determinados locais do organismo o que origina uma inflamagdo cronica. Esta
situacdo acarreta uma producdo continua de oxigénio associado a uma diminuicdo da
capacidade antioxidante que predispde a um quadro de estresse oxidativo e as suas

consequéncias (Valle at al., 2013).

Estudos demonstram que a medicacdo parece acentuar este desequilibrio, devido a

toxicidade que provoca ao nivel mitocondrial (Valle et al., 2013).

Os radicais livres sdo responsaveis por causar danos estruturais nas células, no entanto
guando se encontram em pequenas quantidades podem ser benéficos para o organismo,
pois participam em processos importantes como, producdo de energia, fagocitose, e

regulacdo do crescimento celular (André et al., 2006).
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Segundo (Uzasci et al., 2013), € observado um desequilibrio redox em pacientes
infetados pelo VIH, este fendmeno pode ser explicado pela diminuigdo de antioxidantes

0 que leva a uma excessiva acumulagdo de oxidantes.

1.2 Objetivos

No ambito do mestrado de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Fernando Pessoa,
foi-nos proposta a elaboracdo de uma monografia, onde me dispus a abordar “ A

avaliacdo do estresse oxidativo em doentes infetados por VIH/Sida”.

Os tdpicos mais importantes a salientar de forma a ir de encontro ao mesmo, baseiam-se
na avaliacdo do estresse oxidativo e qual a sua implicacdo nos doentes infetados com
VIH, de forma a perceber quais 0s mecanismos por tras dessa patologia assim como o
seu envolvimento na progressdo da doenca. Para cumprir este objetivo fez-se uma
pesquisa bibliografica exaustiva relativamente aos mecanismos oxidativos e

antioxidantes, ao VIH e a relagdo entre ambos.

Para que este assunto fosse devidamente compreendido surgiu a necessidade de
pesquisar de forma um pouco exaustiva a atividade antioxidante e a evolucéo da infecdo

por VIH até a sua fase final.
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I1. Estresse Oxidativo
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2.1 Generalidades

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo aparecimento de um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e antioxidantes (Zanuto et al,.
2011). A formacdo de moléculas de oxigénio altamente reativas, é o resultado bastante
frequente de uma multipla variedade de reac6es bioquimicas essenciais, e esta associado

ao aumento do estresse oxidativo (Saltman,1989).

Todas as espécies reativas, radicais ou ndo, sdo chamadas de espécies reativas de
oxigeénio (ERO).

O estresse oxidativo pode ter origem externa, sendo provocado por habitos de vida
pouco saudaveis como, por exemplo, a exposi¢cdo ao tabaco (Morrow et al., 1995),
exposicdo aos raios ultra violeta, radiacdo ionizante, entre outros (Vasconcelos et al.,
2006), ou, pode ser proveniente de fontes enddgenas tais como as mitocondrias. A
cadeia mitocondrial transportadora de eletrdes é a principal fonte de energia do
organismo. Durante a transducdo de energia ocorre uma pequena perda de oxigénio
formando o radical superdxido livre. No entanto, também podem advir da atividade de
determinadas enzimas tais como xantina oxidase, citocromo P450 oxidase,

monoaminooxidases, entre outras (Valko et al., 2007).

Estima-se que 5% de todo o oxigénio consumido pela respiracdo celular sera convertido
num radical livre ou ERO (Zanuto et al., 2011). O aumento de espécies reativas de
oxigénio encontra-se também associado a danos parenquimatosos tais como hepatite
anictérica subclinica, hepatite necro-inflamatdria, cirrose e cancro. Existem também

semelhangas histopatoldgicas entre a hepatite toxica e hepatite viral (Stehbens, 2004).

O estresse oxidativo encontra-se associado a hepatite viral bem como ao virus VIH
(Stehbens, 2004), mas ndo so, encontra-se também relacionado a outras patologias
como doenga de Alzheimer, fibrose sistémica, diabetes, hipercolesterolémia mista,

sindrome hepatorrenal, edema clinico entre outras (Hulgan et al., 2003; Weffort, 2008).
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2.2 Espeécies oxidantes

Os radicais livres, sdo qualquer espécie de atomos ou moléculas com a capacidade de
existir independentemente de outras espécies e que contém um ou mais eletrdes ndo
emparelhados, ocupando uma orbital atémica ou molecular isoladamente. E esta
singularidade que lhes confere a reatividade e instabilidade quimica. Desta forma
tendem a interagir com outras moléculas na sua proximidade, através da captacdo ou
cedéncia de eletrdes (Yu, 1994). Os radicais livres sdo altamente reativos,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo fisiolégica, bem como em

inimeros processos degenerativos e patolégicos (Vannucchi et al., 1998).

A estrutura molecular e atdmica dos radicais livres possui normalmente eletrbes
associados em pares, onde cada par de eletrdes tem um nimero quantico associado de +
Y% ou —%. Os radicais podem formar-se através da quebra de ligacdes covalentes, onde
um eletrdo de cada um dos pares permanece em cada atomo, sendo este processo

designado de cisdo homolitica (André et al., 2006).

A geracdo de radicais livres constitui por primazia um processo continuo e fisioldgico
cumprindo o0s requisitos bioldgicos relevantes. Assim, durante 0S processos
metabolicos, os radicais livres agem como mediadores na transferéncia de eletrées no
decorrer das varias reagdes bioquimicas. Quando se encontram em proporgoes
adequadas possibilitam a geracdo de ATP, através da cadeia transportadora de eletrdes,
e participam nos mecanismos de defesa durante processos de infecdo. No entanto
quando a sua producgédo se torna excessiva podem originar danos oxidativos (Shami e
Moreira, 2004).

As especies reativas incluem as espécies reativas de oxigénio e as espécies reativas de

azoto.

As principais espécies reativas de oxigénio sdo: o anido radical superéxido (027), o
perdxido de hidrogénio (H,0,), o dioxigénio singuleto (;0;) e o radical hidroxilo (HO).
O peroxinitrito (ONOQ") é considerado por alguns autores como uma espécie reativa de

oxigénio e por outros uma espécie reativa de azoto.
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O anido radical superéxido em meio aquoso possui a capacidade de reagir rapidamente
com determinados complexos proteicos como enxofre (Halliwel e Gutteridge,1999).
Pode tambeém reagir com moléculas bioldgicas através da abstragdo de um atomo de
hidrogénio (Santos et al., 2007). Este radical pode também ser percursor do radical
hidroxilo através da reacdo Haber-Weiss, quando se encontram presentes metais de

transicdo (Santos et al., 2007).

O peroxido hidrogénio (H.O,) possui a capacidade de inativar diretamente algumas
enzimas através da oxidacao de grupos sulfidrilo localizados no centro ativo. Quando se
encontra no interior das células pode reagir com ides ferro e cobre, originando espécies
como HO (Yu,1994). Este pode reagir com metais de transicdo como o ferro que é um
elemento extremamente importante para 0s processos oxidativos, ndo sO pela sua
participacdo nos processos mas também porque existe em grandes quantidades no corpo
humano. Quando o ferro se encontra ligado a proteinas como por exemplo,

hemoglobina, transferrina, e ferritina é incapaz de reagir com o H,0,.

Uma reducgdo de pH pode originar uma libertagdo de ferro das proteinas, ficando este
livre e pronto para reagir com H,O, e assim originar espécies reativas do oxigenio,
como o radical hidroxilo (Droge, 2002). No entanto ndo é apenas a variacdo de pH que
leva & libertacdo de ferro, a ocorréncia de uma lesdo a nivel celular também pode ser
responsavel pela libertagdo deste a nivel intracelular, tornando-o disponivel para reagir
com H,0; (Santos et al., 2007).

O radical hidroxilo (OH") é a espécie mais reativa apresentando um elevado potencial
redutor. A sua capacidade de difusdo é muito baixa devido ao seu tempo de meia vida
ser reduzido (Yu,1994). Quando é produzido proximo do ADN, e este se encontrar
fixado a um metal, podem ocorrer alteragdes ao nivel das bases puricas e pirimidinicas,

0 que pode levar & inativacdo ou mutacdo do ADN (Ferreira e Matsubara, 1997).

O radical peroxilo (RO;) quando formado em sistemas bioldgicos rapidamente sofre
rearranjos moleculares originando outras espécies de radicais. Este pode ainda derivar
do ataque do radical hidroxilo devido a compostos organicos, uma vez que 0s produtos

finais dessas reacdes apresentam radicais com o eletrdo desemparelhado que se localiza



Avaliacdo do estresse oxidativo em doentes infetados por VIH/ Sida

no carbono, e onde em condicOes aerdbias pode reagir diretamente com o O, (Santos et
al., 2007).

O dioxigénio Singleto (*O,) possui a capacidade de interagir com outras moléculas por
meio de duas vias, reagindo diretamente com a outra espécie quimica ou transferindo a
energia de excitagdo para a outra molécula, retornando ao estado fundamental (Junior et
al., 2000).

O estresse oxidativo ndo ocorre apenas devido a ERO, surge também em consequéncia
das espécies reativas de azoto ou nitrogénio ERA (André et al, 2006). As ERA incluem
oxido nitrico (NOe), acido nitroso (HNO,), nitritos (NOy), nitratos (NO3) e
perdxinitritos (ONOQ"), sendo estas as principais responsaveis pelo combate de corpos
estranhos (David e David, 2006).

O O&xido nitrico participa numa variedade de processos bioldgicos que incluem
relaxamento muscular, neurotransmissdo e regulacdo da funcdo imune. Encontra-se
também envolvido em processos de regulacdo da pressdo arterial (Vasconcelos et al.,
2006).

Os nitritos sdo formados a partir da exposicdo de NO« com o ar, sdo ainda considerados

como potentes iniciadores da peroxidacao lipidica em fluidos biologicos.

Os peroxinitritos sdo instaveis possuem um tempo de vida curto, potentes oxidantes,
tém a capacidade de causar danos a moléculas bioldgicas incluindo os grupos S-H das
proteinas (Vascocelos et al., 2006).

Todas e espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio possuem beneficios para o
organismo, como participacdo das fungdes bioldgicas, controlo da pressdo sanguinea,
apoptose e fagocitose de agentes patogénicos. Porém quando se encontram em excesso

podem ser prejudiciais ao organismo, sendo necessario que este crie formas de defesa.
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2.3 Dano oxidativo

O dano oxidativo pode caraterizar-se como sendo um ataque direto por parte de EROs a
moléculas bioldgicas importantes, como lipidos, proteinas celulares e ADN (Berbecki et
al., 2011). Assim elevadas concentracOes de radicais livres (sendo as mais importantes
as especies reativas de oxigenio) podem originar danos nas estruturas do ADN ARN, de
proteinas e componentes lipidicos, podendo originar alteracdes funcionais bem como
prejuizo das suas fungBes vitais em diversos tecidos e 6rgdos dentre os quais musculo-
esquelético, figado, tecido adiposo, coracdo e cérebro ou, em casos mais graves, pode
originar mesmo morte celular (apoptose) (Zanuto et al., 2011). As ERO podem reagir
com as macromoléculas podendo degrada-las automaticamente ou dar inicio a uma serie
de reagfes onde o radical livre é transferido entre as macromoléculas originando a
inviabilizacdo dos genes e consequentemente formacdo de proteinas ndo funcionais,
inativacdo de enzimas, bem como alteracdo das funcionalidades de algumas estruturas
celulares nomeadamente das membranas (Stehbens, 2004). As macromoléculas, tais
como proteinas, lipidos, ADN e glucidos, podem no entanto, apresentar diferentes graus
de suscetibilidade, dependendo da sua estrutura quimica bem como do ambiente celular
que pode estar mais ou menos preparado para enfrentar o estresse oxidativo (Santos et
al., 2007).

A titulo exemplificativo ao nivel do ADN podem observar-se danos nas bases purina e
pirimidina, conseguindo mesmo clivar as ligacdes fosfodiester chegando a apresentar

atividade mutagénica.

O problema mais grave que advém do radical hidroxilo é a quebra da cadeia dupla de

ADN pois a sua reparacao € dificil a nivel celular (Santos et al., 2007).

Modificagdes bioguimicas impulsionadas pelas espécies reativas de oxigénio originam

uma resposta fisiologica que pode provocar a morte celular.

Convém referir que em células musculares, os radicais livres, quando em pequenas
concentragOes, exercem importantes fungbes fisiologicas, desde o aumento da

permeabilidade ao Ca?*, aumento da forca durante a concentragdo muscular, e mesmo a

10
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regulacdo da expressao génica. A pratica de exercicio fisico pode ainda aumentar as
concentragbes do Oxido nitrico relacionada com a regulacdo do fluxo sanguineo,

expressdo génica e modulagdo da concentracdo muscular (Zanuto et al., 2011).

Uma excessiva producdo de ERO pode ser relacionada com uma hiper-ativacdo de
leucdcitos polimorfonucleares. Durante infecdes estes podem atacar as duplas ligacoes
dos é&cidos gordos polinsaturados, induzindo a peroxidacdo lipidica, resultando num

maior dano oxidativo celular (Freeman e Crapo, 1982).

2.4 Defesa antioxidante

A defesa antioxidante carateriza-se por ser um conjunto de substancias compostas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais, € outros compostos vegetais e enzimas, cuja
funcdo se carateriza pela inibicdo ou reducdo dos efeitos deletérios causados pelos
radicas livres (Clarkson e Thompson, 2000).

Esta capacidade de defesa pode ser alcangada no decorrer de trés processos, 0 primario
que se carateriza pela acao de prevencéo principalmente na inibicdo de reagdes em
cadeia com ferro e cobre, isto é, identifica-se pela protecéo contra a formacédo da
substancia agressora, isto &, o radical livre. O secundario, carateriza-se pela intercecao,
ou seja, 0s antioxidantes precisam de intercetar os ataques efetuados pelas ERO, 0s
quais, uma vez formados em excesso, iniciam os seus efeitos deletérios. E, por fim, o
processo de reparagdo, que se associa a remog¢do de danos da molécula de ADN bem
como a reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Este mecanismo, ocorre
quando os dois anteriores processos de prevencao e intercecdao ndo foram

completamente eficientes (Bianchi e Antunes,1999).

A defesa antioxidante pode ser dividida em defesa enzimatica (SOD, catalase,
glutationa peroxidase) e ndo enzimatica (glutationa, ubiquinona, &cido urico, vitamina

C, Vitamina A, Vitamina E, entre outras).
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2.4.1 Defesa enzimatica

A defesa enzimética antioxidante, € representada pela superdxido dismutase, pela
catalase e pela glutationa peroxidase. Estas enzimas atuam ao nivel do processo
primario de defesa antioxidante, como referido anteriormente. Cada enzima possui a sua

prépria fungdo, como se descreve seguidamente (Ferreira e Matsubara, 1997).

No que concerne a superoxido dismutase, esta catalisa a dismutacdo do anido radical
superdxido a perdxido de hidrogénio e oxigénio. No organismo podem encontrar-se
duas formas de enzima SOD, uma que contém Cu®** e Zn 2 como centros redox. A SOD
que contem Zn?*, pode encontrar-se no citosol e a sua atividade ndo é afetada pelo
estresse oxidativo. A outra forma SOD contém Mn?" como centro redox, e encontra-se
na mitocondria. A sua atividade encontra-se aumentada com o aumento do estresse
oxidativo (David e David, 2006). Cofatores enziméticos como Cu**, Zn* e Mn?*, sdo
capazes de competir com metais de transicao pela catalise da reacdo de Haber-Weiss, o

que resulta na producdo de moléculas ndo radicais (Percério e Baptista, 1996).

Reacédo de Haber — Weiss

0, + H,0,—™ 5 HO " + HO "+ O, (David e David, 2006).

O anido radical superoxido é proveniente da ativacao de determinadas células durante o
processo inflamatério, como fagécitos, linfocitos ou fibroblastos. E importante referir
que o anido radical superéxido quando em quantidades normais, é essencial para as
células de defesa protegendo o organismo contra infe¢fes causadas por virus, bactérias

ou fungos

20,7+2H" =225 H,0,+0, (Vasconcelos et al., 2006).
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A catalase, uma hemoproteina citoplasmatica, atua na decomposi¢do do perdéxido de

hidrogénio a oxigénio e agua.
2 H,0, -S4 s 2 H,0 + 0, (Vasconcelos et al., 2006).
NADPH

E, por fim, a glutationa peroxidase que desempenha um papel importante ao nivel do
metabolismo das espécies reativas de oxigénio pois atua nos peroxidos catalisando a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio, (Vasconcelos et al., 2006 e Sundaram et al.,
2008),

2 GSH + 2 H,0, - 5 2 H,0+ GSSH (Vasconcelos et al., 2006).
De seguida a GSSH é regenerada surgindo a seguinte equag&o:
GSSG + NADPH + H*-SSHREDUTASE, 5G5H + NADP* ( David e David, 2006).

Para além do seu principal papel, a glutationa, também tem a funcdo de eliminador
enddgeno direto de radicais de hidroxilo estando também envolvido na desintoxicacéao e
metabolismo de determinados produtos quimicos e drogas do figado (Sundaram et al.,
2008).

2.4.2 Defesa ndo enziméatica

Os mais conhecidos antioxidantes sdo o betacaroteno (derivados da vitamina A), a
vitamina C e a vitamina E, ubiquinona, glutationa, e acido drico (Vannucchi et
al.,1998).

A vitamina E € um dos principais antioxidantes ndo enzimticos que pode ser
encontrada em 6rgdos como coracéo, testiculos, figado e glandulas adrenais, sendo o
seu isomero o-tocoferol o0 que exerce maior atividade antioxidante, e a sua principal
funcdo é ser sequestrador de radicais superoxido e hidroxilo (Traber e Packer, 1995).
No entanto, possui também uma importante caracteristica que se prende com a

capacidade de protecdo contra a peroxidacdo lipidica pois consegue bloquear a acao dos
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radicais peroxilo e alcoxilo terminando a reacdo de peroxidacéo lipidica. Esta inibicao
s6 € possivel porque o a-tocoferol cede um atomo de hidrogénio ao radical peroxilo
(Serbinova et al., 1989).

No que concerne a vitamina A ou carotenoide, esta possui a capacidade de proteger 0s
lipidos da peroxidagdo lipidica uma vez que reage com o0s radicais livres, mais

particularmente com o peroxilo (Palozza e Krinsky, 1992).

A ubiquinona, comummente designada de coenzima Q, também tem a sua relevancia na
defesa antioxidante, pois a sua forma reduzida a ubiquinol atua como antioxidante,
prevenindo, ou impedindo a iniciagdo da peroxidacdo lipidica nas membranas
bioldgicas (Frei et al., 1990).

Conforme o autor Stehbens, no plasma humano a propor¢éo de ubiquinol (reduzida) no
plasma humano em relagdo a ubiquinona oxidada € aproximadamente de 95:5 em
individuos saudaveis, verificando-se que ocorre um significativo aumento da

ubiquinona em individuos com estresse oxidativo (Stehbens, 2004).

Relativamente a vitamina C, ou 4&cido ascorbico, este possui grande atividade
antioxidante, porque tem a capacidade de reagir diretamente com vérios radicais livres
incluindo o oxigénio singleto. Este pode reduzir o Fe (I11) a Fe (1) na presenca de
peroxido de hidrogeénio, estimulando a formacdo de OH-, um efeito negativo que se

encontra em estudo (Vannucchi et al.,1998).

No que concerne a glutationa, este antioxidante encontra-se presente na maioria das
células, estando a sua atividade associada ao grupo tiol presente na cisteina.
Demonstrou-se que concentracbes de glutationa hepéaticas e pulmonares podem ser
restabelecidas com suplementacdo oral de um Unico substrato, a cisteina (Vannucchi et
al., 1998).

Relativamente ao acido Urico este representa parte da defesa natural dos tecidos contra o

estresse oxidativo. E um importante antioxidante no soro tendo como principal fungo a
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captacdo de radicais livres o que lhe confere capacidade para inibir a peroxidagéo

lipidica. E resultado final o metabolismo das purinas (Freire et al., 2003).

2.5 Detecao do estresse oxidativo

Existem vérias formas de detecdo do estresse oxidativo. As mais utilizadas para a
detecdo consistem no doseamento de superoxido dismutase, glutationa, catalase,

malondialdeido, atividade total de antioxidantes, &cido Urico e isoprostanes F .

A TAS é um pardmetro que avalia a atividade total antioxidante presente no organismo,
a nivel da suplementacdo de vitaminas antioxidantes como do estresse oxidativo
imposto ao organismo (Matos et al., 2009). Este permite estimar, in vitro, a capacidade

de todos os antioxidantes presentes no soro (Barbosa et al., 2008).

No que concerne ao &cido Urico, este pode ser considerado um bom detetor de estresse
oxidativo uma vez que é um produto secundario de excrecdo, derivado das bases
purinicas, encontrando-se nos tecidos organicos na forma de anido urato (David e David
et al., 2006). Estudos revelaram que o acido Urico é rapidamente absorvido (Freire et al.,
2006).

Relativamente a superdxido dismutase, a glutationa e a catalase estas podem ser
utilizadas como bio-marcadores pois agem como antioxidantes, no combate ao stress

oxidativo.

A glutationa é um tripeptido (L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que pode ser encontrada
no organismo sob a forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG), ambas sao

fundamentais para a manutencdo da integridade do ciclo catalitico da glutationa.

Quando ocorre estresse oxidativo, ocorrem mudancas no estado redox da glutationa,
ocorrendo um desequilibrio entre a producdo de GSSG e o consumo de GSH, desta
forma a magnitude do estresse oxidativo pode ser controlada pelas dosagens de GSSH
e/ou pela razdo GSSG/GSH (Barbosa et al., 2008).
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Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidacdo de lipidos € o teste do
malondialdeido (MDA), que resulta para producdo de um composto corado apds reacao
com o &cido tiobarbiturico (TBARS). Este ensaio é de uso extremamente facil no
entanto pouco especifica devido a facilidade de reacdo do TBARS com outros
substratos como aldeidos. Desta forma este método torna-se ultrapassado, sendo
substituido pelo método de HPLC, tornando método mais sensivel, especifico e com

maior reprodutibilidade (Mayne, 2003).

Segundo Hulgan et al., 2007, as isoprostanos F, (F,-1soPs), sdo os marcadores mais
precisos no que concerne a determinacdo do estresse oxidativo, e forma uma série de

diferentes isoprostanos formados a partir da peroxidacdo do acido araquiddnico.
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111.VIH/SIDA
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3.1 VIH/Sida

A sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), foi pela primeira vez descrita em
1981, nos Estados Unidos, apds serem notificados casos aos Centers for Disease
Control and Prevention (CDC). A populagdo de estudo destes centros consiste em
grupos de individuos homossexuais do sexo masculino, outrora saudaveis, que
apresentavam casos de pneumonia por Pneumocystis carinii e sarcoma de Kaposi
(Rachid e Schechter, 2003).

S6é em 1983 foi identificado o agente etioldgico ou seja, o agente responsavel pelo
aparecimento da doenca, designado de VIH ou Virus da Imunodeficiéncia Humana.
Este pertence a familia retroviridae, mais comummente identificada de retrovirus, que
surge da subfamilia de lentivirus, cujo prefixo “lenti” significa lentidao (Lewi et al.,
2004; Ferreira et al., 2010). Como o prefixo indica, a doenga desenvolve-se de uma
forma lenta e gradual, o que a faz prolongar-se por varios anos, sendo, em muitos casos,

silenciosa, pois o hospedeiro ndo se apercebe da presenga da mesma.

Como jé referido anteriormente, o VIH carateriza-se por uma doenga com aptiddo para
diminuir a capacidade de defesa do organismo e, assim, permitir a sua replicacdo bem
como facilitar a entrada de outros microrganismos (Shin et al., 2012). O seu
desenvolvimento é caracterizado pela constante apoptose de células T CD4" e pelo
aparecimento de infe¢Bes oportunistas devido a perturbacfes do metabolismo energético
(Perl e Banki, 2000). A titulo de exemplo pode dizer-se que 0 aumento de estresse
oxidativo nos portadores de VIH é caraterizado pelo decréscimo dos niveis de glutationa
e aumento da peroxidacao lipidica, sendo este um dos principais mecanismos de leséo

celular provocado pelo estresse oxidativo (Allard et al., 1998).

Esta doenca estd associada a uma facil transmissdo, sendo caraterizada ndo so pela
capacidade de destruicdo do sistema imunitario como também pela sua capacidade na
deplecdo de nutrientes, devido a uma elevada excre¢cdo dos mesmos, o que diminui as
capacidades de protecdo e reagdo do organismo (Vannucchi et al., 1998 e Calderon et
al., 1990). Desta forma, € essencial uma monitorizacdo adequada do nivel nutricional de

modo a minimizar as consequéncias e regular o bom funcionamento do organismo.
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E importante frisar que os doentes infetados com VIH t&ém um infecdo cronica o que
leva a uma inflamac&o cronica originada pela persisténcia viral que leva o organismo a
uma ativacdo permanente do sistema imunitario, esta constante ativacdo vai ter como
consequéncia uma producdo continua de espécies reativas de oxigénio. Estas
consequéncias associadas a uma diminuicdo da capacidade antioxidante, resultante da

prépria progressao da doenca, predispde a um quadro de estresse oxidativo.

3.2 Morfologia e organizacdo

No que remete & estrutura viral, o VIH é um pequeno virus envelopado, cuja superficie
¢ composta por uma membrana lipidica proveniente da membrana externa da célula
hospedeira e duas glicoproteinas a gp 120 e a gp 41. No seu interior é possivel observar-
se uma matriz proteica formada pela proteina pl7 e a proteina p24 que constitui a
capide viral onde se encontram aglomerados o material genético, o ARN de
transferéncia e as principais enzimas necessarias para a replicacéo viral.

Convém ainda referir que o seu genoma é mais complexo do que os retrovirus

oncogénicos pois possuem alguns genes de replicacdo adicionais (Ferreira et al., 2010).

3.3 Cicloviral

A primeira etapa de infecdo viral passa pela adesao dos virides, ou seja, particulas virais
completas, a superficie da célula alvo como se pode visualizar na figura 1(Ferreira et
al., 2010).

ap 120
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HIV —= £

linfocito T4

Figura 1: Fixacdo de um virido do virus HIV num linfocito T4. (Retirado de Daudel e Montagnier, 1994).
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Posteriormente ocorre adsorcao, entre o virus e a célula hospedeira, processo que se
desenvolve através da ligacdo da proteina viral gp120 a recetores especificos da célula
hospedeira nomeadamente a molécula CD4, ocorrendo uma fusdo entre as membranas.
Normalmente, a molécula CD4 que funciona como intermediério participando na

fixacdo dos linfocitos T e B entre 0 complexo e o0 antigénio estranho (Borel et al., 1999).

Apds a entrada do virus na célula hospedeira, ocorre libertagdo de enzimas viricas e

ARN para o citoplasma.

Sendo o seu acido nucleico apenas ARN, este virus possui uma enzima transcriptase
reversa, que lhe proporciona a transcricdo do ARN viral em ADN, podendo assim
integrar-se no genoma da célula do hospedeiro, onde € designado de pro-virus (Daudel e
Montagnier, 1994). Depois da formacdo do pro-virus surge a capacidade de controlar a
magquinaria celular para o seu proprio beneficio. Assim o ADN viral é copiado em
ARNmM que é transcrito em proteinas virais, desencadeando-se a montagem do virus e
posterior incubacdo (Rachid e Schechter, 2003; Lewi et al., 2004; Wilen et al., 2010).

O VIH infeta principalmente células que apresentam a molécula CD4 a sua superficie,
nomeadamente os linfocitos CD4 e macrofagos (Rachid e Schechter, 2003). As
moléculas CD4 possuem a capacidade de fixar uma das proteinas do involucro do viridao
VIH, o gp120. Deste modo, o virido encontra-se fortemente fixado ao linfécito e o seu
involucro adquire nova forma fundindo-se. Apds este processo, o virido apenas se limita
a introduzir o ARN no interior do linfécito (Daudel e Montagnier, 1994). Desta forma
as moléculas CD4 operam como recetores do virus, mediando a invasdo celular (Rachid
e Schechter, 2003). Quando os retrovirus invadem a superficie do linfécito, os virides
conseguem evadir-se e infetar ndo s6 os linfocitos (figura 2) como também os
macrofagos, uma vez que estes podem manter-se muito tempo infetados sem que sejam
eliminados, 0 mesmo ndo acontece com os linfocitos pois estes morrem devido a uma
sobrecarga viral (Daudel e Montagnier, 1994 ; Rachid e Schechter, 2003).
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Figura 1: Linfécito T4 infetado pelo virus da sida (Retirado de
Daudel e Montagnier, 1994).

A fixacdo da gp120 tem um efeito adesivo em varios linfocitos CD4 que se fundem num
sincicio. Contudo, apenas a presenca da molécula CD4 ndo é suficiente para que o virus
entre na célula (Borel et al., 1999).

Em 1996, novas moléculas como CCR5, CXCR4 e CCR2 denominadas de recetores de
quimiocinas, também conhecidos como coreceptores de VIH, presentes nas células T,
células dendriticas e macrdfagos. Relativamente a molécula CCR5 esta encontra-se
associada a infecdo primaria devido ao contagio dos macréfagos. A molécula CXCR4 é
frequentemente isolada apés a infecdo, participando na infecdo de linfocitos, pois estas
moléculas funcionam como um ligando complementar para a proteina Env (complexo
funcional de gp4l e gpl20), proporcionando além de uma adsorcdo estavel, uma
conformagdo da gp120 que leva a gp 41 a aproximar-se de dominios especializados da
membrana da célula levando a fusdo desta com o involucro do virus (Rachid e
Schechter, 2003). A CCR5 serve para fazer penetrar VIH selvagem, aquando da
primeira infecdo, e a CXCR4 atua na passagem para novas ceélulas, durante o
desencadeamento da infecdo (Borel et al.,1999; Deresz et al., 2007 ; Eugenia et al.,
2007).

Como ja referido anteriormente este virus possui um envelope contendo uma proteina

gp120 ou gp4l originando a gp 160, proteinas essenciais para o0 processo infecioso uma
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vez que atuam na ligacdo e entrada do conteudo viral na célula hospedeira. A gp160
possui uma afinidade para formar ligacbes com as células do sistema imunitario
portadoras da proteina CD4, esta ligacdo € seguida por uma outra a um co-recetor que
pode ser 0 CCR5 ou 0 CXCR4. A organizacdo destes co-recetores na superficie das
células do sistema imunitario nomeadamente nos linfocitos e nos macrofagos/
mondcitos é o que determina o tropismo para os diferentes tipos de células (Arts e
Hazuda, 2012).

A infecdo viral € seguida de uma estimulagdo dos linfdcitos B, que segregam anticorpos
para neutralizar o virus em circulacdo. Os linfécitos portadores da proteina membranar
CD4 diminuem de numero ao fixarem o virus e deixam de poder ajudar os linfocitos
CD8 a tornar-se citotdxicos e os linfécitos B a formar anticorpos. A diminui¢do dos
linfocitos T CD4, seguida dos linfocitos CD8, carateriza o sinal da evolugdo da doenca.
A diminuicdo da secrecdo de IL-2 por parte dos linfocitos debilita a resposta citotoxica
ao virus ou as células que o contém, isto porque a IL-2 é responsavel pela maturacéo de
linfocitos B e células T. O decréscimo das defesas imunitérias explica a eclosdo de
infecBes oportunistas nos individuos atingidos pelo VIH (Borel et al., 1999).

Alguns individuos resistem espontaneamente a infecdo do VIH melhor do que outros.

A proteina recetora CCR-5 pode estar na origem dessa resisténcia pois pode encontra-se

inibida ndo promovendo a fixagdo viral (Borel et al.,1999).

Este virus como todos os outros tem a capacidade de sofrer mutacdo. Segundo os
autores Arts e Hazuda é estimado que uma mutacdo ocorra entre cada 1000-10000
nucleotidos sintetizados. Esta capacidade de diversidade genética torna o virus mais

resistente aos farmacos (Arts e Hazuda, 2012).
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3.4 Estadios da doenca

34.1 Primeiro estadio

Primo-infecdo, primeiro estddio ou fase aguda sdo algumas das designacGes que se
podem atribuir a esta fase. E uma fase assintomatica e ocorre duas a quatro semanas
apos o individuo entrar em contacto com o virus da SIDA, sendo que a pessoa afetada
ndo se apercebe de absolutamente nada, pois ndo ha sintomas especificos, como ja foi
referido (Daudel e Montagnier, 1994).

Nesta fase ocorre uma reducgdo da viremia, e posteriormente sofre replicagdo viral

silenciosa (Rang et al., 2008).

Num periodo de duas a dez semanas apds o0 contacto com o virus poderdo aparecer
alguns sintomas semelhantes com uma ligeira gripe. Podem, no entanto, surgir sintomas
mais particulares mas que continuam a ser pouco especificos e que acabam por
desaparecer ao fim de algumas semanas. E necessario frisar que, nesta fase, os testes
para detecdo de anticorpos se revelam incapazes de detetar o virus, isto porque o
organismo ainda ndo teve tempo de produzir uma quantidade elevada de anticorpos
(Daudel e Montagnier, 1994).

Em contrapartida, os métodos moleculares como PCR, bDNA e NASBA sdo mais

especificos e possuem uma sensibilidade elevada.

E de salientar que pacientes com serologia negativa possuem uma carga viral inferior ao
seguinte intervalo 5.000-10.000 copias/ ml. Desta forma, podem obter-se resultados
falsos-negativos, o que nao significa que a pessoa se encontre no periodo designado de

janela imunoldgica (Rachid e Schechter, 2003).

3.4.2 Segundo estadio
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Segundo estadio ou fase assintomatica séo dois sinonimos para definir esta fase.

E caracterizada por seropositividade o que significa que os anticorpos passam a poder
ser detetados no sangue mediante testes adequados, sendo que o individuo continua sem

manifestacgdes clinicas.

Os exames laboratoriais devem incluir também o hemograma completo VS (velocidade
de sedimentacdo), que podem fornecer dados sobre a evolucdo da imunodeficiéncia,
uma vez que esta se encontra associada a leucopenia, trombocitopenia e aumento de
VHS (Rachid e Schechter, 2003; Daudel e Montagnier, 1994).

343 Terceiro estadio/ Fase sintomatica

Esta ultima etapa pode ser precoce quando ocorrem manifestagdes em individuos com
imunodeficiéncia numa fase inicial mas podem também surgir, em individuos
imunocompetentes, ou tardia, quando ocorrem infecdes ou neoplasias abundantes neste
tipo de individuos (Rachid e Schechter, 2003).

Agora o individuo acusa uma permanente inflamacdo dos ganglios, caracteristica da
fase de adenopatias persistentes, durante a qual se podem observar sintomas
patologicos. Existe uma imunodeficiéncia podendo ser acompanhado por outros
sintomas clinicos, sendo os mais correntes a candidiase bucal, febre, diarreia crénica ou
astenia. Por fim, a imunodeficiéncia torna-se mais severa possibilitando o aparecimento

de doencas oportunistas (Daudel e Montagnier, 1994).

InfecGes causadas por patogénios agressivos como S. pneumoniae, Salmonella spp. e M.
tuberculosis sdo mais comuns neste tipo de doenca, sendo que a adenite tuberculosa,
com alguma regularidade, a primeira manifestacéo clinica da infe¢do por VIH (Rachid e
Schechter, 2003).
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3.5 Tratamento

A dificuldade do tratamento dos infetados com VIH € devido a falta de seletividade das
drogas, dado que este virus tem a capacidade de se apoderar de alguns processos
metabdlicos das células hospedeiras tornando-se por vezes resistente ao tratamento.

A adesdo a terapéutica € outra das dificuldades encontradas (Rang et al., 2008; Arts e
Hazuda 2012).

Uma boa adesédo por parte dos doentes ao tratamento pode suprimir-se a replicagéo viral
por longos periodos de tempo, 0 que aumenta a expectativa de vida do mesmo (Arts e
Hazuda, 2012).

A terapia antiretrovirica mudou radicalmente nos Gltimos anos, passando-se de uma

monoterapia, nos anos 90, para uma terapia tripla de alta eficiéncia (HAART), em 1996.

E importante referir que o tratamento com trés agentes anti-retrovirais diferentes é
essencial para a prevencao de resisténcia por parte do virus e que atuam em pelo menos

em dois alvos moleculares diferentes (Arts e Hazuda, 2012).

O inicio desta terapéutica € hoje em dia controverso.

Em 2010, surgiu uma diretiva nos Estados Unidos e Unido Europeia que recomenda o
inicio deste tipo de terapia quando as células CD4 no sangue periférico sofrem uma
reducdo abaixo de 350 células/mm?® (OMS, 2013; Arts e Hazuda, 2012).

Segundo a OMS (diretiva de 30 de Junho de 2013), em Genebra, o tratamento do VIH
deve comecar logo no inicio da doenca. Quando o sistema imunitario ainda é
competente (com as células CD4 inferiores 500 células/mm?®). Ha evidéncias que
comprovam uma ajuda a estes doentes, nomeadamente no melhoramento das suas vidas,
tornando-as mais saudaveis e extensas, bem como comprovam uma reducdo da

transmissao do VIH. Estas divulgagdes surgem nas “ Diretrizes consolidadas sobre o
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uso de medicamentos antirretrovirais para o tratamento e prevencdo da infecdo pelo
VIH" (OMS, 2013).

Embora a terapia HAART possa aumentar o tempo de vida assim como a sua qualidade
em doentes infetados com VIH, ndo elimina o virus de vez, apenas o0 reduz a
quantidades substanciais (Valle et al., 2013). Esta terapia permite apenas controlar os
niveis de virus, alids alguns autores sugerem gue a auséncia de terapia mesmo que seja
por pequenos periodos de tempo como, por exemplo, 2 semanas pode ser suficiente para
que o virus VIH seja novamente detetado no ARN (Bailey et al., 2006). Mas esta
terapia tem mais desvantagens associadas, pois provocam toxicidade na mitocondria o
que leva ao aparecimento de alguns problemas como acidose latica, hiperlipidemia,

intolerancia a glucose, diabete mellitus, aterosclerose entre outros (Valle et al., 2013).

As principais classes de farmacos sdo as seguintes:

3.5.1 Inibidores nucleosideos da transcriptase reversa

Caracterizam-se pela primeira classe de farmacos a ser aprovada pela FDA.

Esta classe de farmacos necessita entrar na célula hospedeira e sofrer fosforilacdo pelas
cinases celulares originando o derivado 5°- trifosfato, que vai competir pela sintese do

DNA viral com os substratos trifosfatados da célula hospedeira.

Dentro desta classe podemos encontrar alguns farmacos como:

Abacavir, Adefovir, Didanosina, Estavudina, Lamivudina, Zidovudina, entre outros.

3.5.2 Inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa

Nesta classe os compostos ligam-se a enzima transcriptase reversa préximo ao local
catalitico desnaturando. Estes farmacos sdo em diferentes graus indutores, substratos ou

inibidores do citocromo P450. Esta classe farmacoldgica ndo inibe a transcriptase
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reversa de outros lentivirus, como o VIH 2 ou virus de imunodeficiéncia simia. Dentro

desta classe pode encontra-se 0s seguintes farmacos:

Efavirenz, Nevirapina,Etravirina, Delavirdina, entre outros.

3.5.3 Inibidores da protease

No que concerne a esta classe, 0 modo de atuacdo destes farmacos consiste na inibicdo
da protease através da ligacdo dos inibidores de protease as mesmas. A protease €
responsavel pela formagdo de novas particulas virais maduras, quando se encontra
inibida ndo vai poder efetuar corretamente a sua funcdo e, assim, as novas particulas

virais ndo sdo capazes de maturar (Arts e Hazuda, 2012).

Os farmacos mais usados pertencentes a esta classe sdo: Amprenavir, Atazanavir,

Fosamprenavir, Indinavir, Nelfinavir,Ritonavir, Saquinavir, Tipranavir, entre outros.

3.5.4 Inibidores da fusdo do HIV com as células do hospedeiro

Enfurvirtide, utilizado no tratamento de HIV-1 e em conexdo com outros farmacos
antirretrovirais, em doentes que tenha sido demonstrada resisténcia ou ndo tolerem

antirretrovirais das outras classes farmacologicas (Caramona et al., 2011).

3.5.,5 Pequenas moléculas antagonistas CCR5

Este farmaco possui a capacidade de estabilizar a conformacéo do recetor através da sua
capacidade de ligacdo ao CCRS5 (Arts e Hazuda, 2012)

Estudos demostraram que a sua administracdo oral inibe a replicacédo viral em macacos

e previnem a transmissdo vaginal (Veazey et al., 2003).

Assim até agora trés antagonistas foram capazes de inibir a replicacdo viral sendo eles

0S seguintes:
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Vicriviroc,

Maraviroc,

Aplaviroc
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V. Estresse oxidativo e VIH/SIDA
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4.1 Infecdo por VIH e estresse oxidativo

A infecdo por VIH-1 origina uma inflamacdo cronica que pode facilmente ser
confirmado com os elevados niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias (IL1, IL-
6), de proteinas de fase aguda (como a PCR) e pela producdo de ERO em individuos
seropositivos. Este aumento da inflamacdo pode também comprovar-se através do
aumento dos leucdcitos que ao serem ativados aumentam ainda mais a inflamacéo. A
inflamacdo ocorre sempre que é necessario neutralizar ou eliminar um agente agressor.
Assim, esta pode caraterizar-se pelo afluxo de leucécitos e moléculas ao foco
inflamatdrio (Pacheco e Cardoso 2007; Febles et al., 2002).

Durante esta fase hda um aumento importante ao nivel da respiracdo, na tentativa de
resolugdo da inflamacgdo. No entanto, ocorre o efeito concomitante e ha um aumento
exagerado de radicais livres (Roberts et al., 2010). O estresse oxidativo tem sido
associado como fator cooperante ao longo do curso da infe¢do por VIH relacionado com
muitos aspetos da patogénese da doenga como, por exemplo, a replicacdo, a resposta
inflamatoria, a diminuicdo da proliferacdo de células imunitérias, a perda de funcéo
celular, a apoptose celular, a grave perda de peso e 0 aumento da sensibilidade a reagdes

adversas dos produtos farmacéuticos (Valle et al., 2013).

A grave perda de peso encontra-se associada a infecGes secundérias, alteragdo do
metabolismo e méa absorcdo (Pace e Leaf, 1995). Relativamente & perda de funcéo
celular, esta ocorre devido a alteracdes de fluxo iénico e fluxo de outras substancias o
que origina uma perda de seletividade para a entrada/saida de nutrientes e substancias
toxicas para a célula. Esta perda de funcdo é uma consequéncia dos danos que ocorrem
nos lipidos proteinas e ADN (Lima e Abdalla, 2001).

Este estresse oxidativo esta relacionado com a producdo constitutiva de ERO pelos
neutrofilos ativados em todas as fases da doenca mesmo nas fases iniciais quando 0s

nameros de células CD, ainda se encontram elevadas (Israel e Pocidalo, 1997).
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Sabe-se que pessoas infetadas com VIH encontram-se sob uma ativagao imune cronica,
que se carateriza por um aumento da geracdo de ERO e perturbacdo da defesa
antioxidante (Valle et al., 2013).

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico que visa
cumprir 0s requisitos bioldgicos relevantes. Durante os processos metabdlicos, 0s
radicais livres agem como mediadores na transferéncia de eletrdes no decorrer das
varias reacOes bioquimicas. Quando se encontram em propor¢fes adequadas
possibilitam a geracdo de ATP, através da cadeia transportadora de eletrdes, e chegam
mesmo a participar nos mecanismos de defesa durante processos de infe¢do. No entanto,
quando a sua producdo se torna excessiva podem originar danos oxidativos, devido a

reducdo, ou até mesmo a perda, das defesas antioxidantes (Shami e Moreira, 2004).

A producdo de ERO esta particularmente aumentada com a ativagdo de fagdcitos e
neutrofilos, representando uma parte da atividade microbiana. Neste caso, o sistema
imunitario pode originar um aumento relevante de ERO, a nivel local ou sistémico.
Uma quantidade aumentada dessas moléculas pode levar a alteracBes oxidativas e
consequentemente a uma disfuncdo das proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos e
lipidos (Kohen e Nyska, 2002). A extensdo destes danos depende do sistema de defesa

antioxidante no local da inflamagé&o (Shami e Moreira, 2004).

Os mondcitos, macrofagos e células dendriticas sdo células imunitarias de grande
importancia na imunidade inata e adaptativa, representando um papel crucial no inicio
da infecdo pelo VIH, contribuindo para a sua patogénese durante toda a infecdo (Valle
etal., 2013).

Alguns mondcitos infetados sdo recrutados para 0 trato gastrointestinal, onde
posteriormente se transformam em macrofagos e ddo origem a um reservatorio viral no
intestino (Valle et al., 2013).

As células dendriticas sdo também envolvidas na disseminagdo do virus a seguir a
infecdo primaria. Logo apds ficarem infetadas com o virus VIH-1, no local da infegéo,

as células maduras migram para os ganglios linfaticos, onde desempenham um papel
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importante na transmissdo de VHI-1 para as células TCD4 *. Estas células maduras
conseguem manter a replicacdo viral em baixos niveis contribuindo para a laténcia do

virus. A mecénica desta persisténcia viral ainda ndo € conhecida.

Sabe-se hoje em dia que os macréfagos portadores do recetor CD4 e do coreceptor
CCR5 sdo alvos celulares iniciais para 0 VIH-1. Estas células tém a capacidade de
produzir e manter o virus por longos periodos de tempo. As células hematopoiéticas,
também tém sido propostas como um possivel reservatorio viral, uma vez que a
subproducdo de células hematopoiéticas CD34" expressam as moléculas CD4 e CCR5
e/lou CXCR4 e estas células sdo suscetiveis de serem infetadas pelo VIH-1 (Bailey,
2006).

Mecanismos de protecdo contra agentes patogénicos incluem a geracdo de ERO,
independentemente da sua origem, e devem desempenham um papel importante em
varios processos a nivel celular, incluindo a sinalizacéo, proliferacdo e morte (Valle et
al., 2013). E importante referir que todas as células infetadas com VIH possuem a

capacidade de produzir ERO.

As ERO sdo também importantes na neutralizagdo da viruléncia de microrganismos. A
capacidade do sistema imunoldgico para a esterilizacdo do local de infecdo, através da
producéo réapida de 027, H,0,, 'OH, HOCL, ONOO’, pode garantir a sobrevivéncia do
organismo humano (Valle et al., 2013). Pessoas com um sistema imune robusto, com

uma producdo rapida mas coordenada de ERO, sobreviverdo (Valle et al., 2013).

As células T sofrem muitas divisdes celulares durante a resposta imune adaptativa
ficando sujeitas a um estresse proliferativo. Tém sido apontadas como células de
sinalizagdo, pois estdo presentes durante os processos de inflamagdo. Como se

encontram presentes no local da inflamacao sofrem ataque por parte das ERO.

Pode observar-se uma progressiva diminuicéo irreversivel das células T CD4" durante a
infecéo por VIH, sendo esta diminui¢do nitidamente associada ao aumento progressivo
de carga viral no plasma (Israel e Pocidalo, 1997; Febles et al., 2002).
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As células mamiferas tém a capacidade de ativar mecanismos de protecdo para
combater este estresse oxidativo, numa primeira fase pela ativacdo de uma via
especifica de transducdo de sinal. A transducdo de sinal € um processo que autoriza a
que a informac&o seja transmitida a partir do exterior de uma célula a véarios elementos
funcionais no interior da mesma. A transducdo de sinal é ativada por sinais
extracelulares, tais como hormonas, fatores de crescimento, citocinas e
neurotransmissores. Estes controlam a transcricdo de Vvarios genes que originam

produtos importantes na resposta ao estresse oxidativo (Thannickal e Fanburg, 2000).

E uma caracteristica bem conhecida que as células sdo capazes de produzir internamente
ERO que sdo utilizados na inducdo e conservacdo de vias de transducdo de sinal,

envolvidos no crescimento e diferenciacdo celular (Valko et al., 2007).

Os infetados com VIH encontram-se sob uma ativacao cronica do sistema imune que se
carateriza pelo aumento da producdo de ERO bem como a perturbacdo no sistema de

defesa antioxidante.

A ativacdo cronica dos mondcitos pelo VIH provoca um aumento da producao de ERO
que, por sua vez, modela e ativa fatores de transcrigdo nuclear (NF-KB) o que, no final,

origina a expressao do gene viral (Valle et al., 2013; Febles et al., 2002).

O fator NF-xB possui a capacidade de estimular a transcricdo do VIH, mediante a

transativagdo das sequéncias terminais do genoma (LTR) (Febles et al., 2002).

Este fator encontra-se associado a capacidade de persisténcia do virus nos macréfagos,
pois 0 aumento de mondcitos e macréfagos durante a infecdo por VIH-1 leva ao
aumento do fator NF-xB consequéncia do aumento da degradacdo dos seus inibidores
(IkBa, IxBp e IkBg). Ao estarem inibidos vao permitir o aumento do fator NF-xB
originando um aumento da transcri¢do do virus. Esta replicacdo vai ser negativamente
controlada pelo aumento dos niveis Bcl-2, uma proteina anti-apoptotica, que diminui a
producdo exagerada de virus mantendo-a em niveis sustentados e compativeis com a
sobrevivéncia da célula (Valle et al., 2013 e Ma, 2010).
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As ERO podem ainda promover a secrecao de citocinas como TNF-a IL-1 e IL-6 pelos
mondcitos e macrdéfagos, os quais ativam o fator NF-x<B (Fables et al., 2002). Estas IL
possuem um importante papel na sinalizagéo e interacdo celular (Pacheco e Cardoso,
2007).

A ativacdo de células T, apds o reconhecimento do antigénio, € um processo bem
regulado. O complexo MHC- péptido e outras moléculas ativam o recetor de células T
(TCR) assim como da sua molécula co estimuladora CDyg, sendo a ligagdo a CDyg
essencial para a célula atingir o completo estado de ativacdo necessario para a producdo
de IL-2 e expansdo clonal. A sinalizacdo TCR resulta em cascatas de fosforilacdo
sucessivas reguladas por fosfatases proteicas de tirosina (PTP) e cinases (PTK), levando
a formacdo do complexo de sinalizacdo, a partir deste complexo vérias vias de
sinalizacdo, tais como a proteina cinase e 0 NF-kB regulam um grande nimero de genes
como os de fungdo imunitaria, inflamacao, apoptose, proliferacdo celular, entre outros
(Larbi et al., 2007 e Ma, 2010).

Um outro agente de ativacdo do NF-xB, é a glutationa. Foi demonstrado que em
infetados com VIH os niveis de GSH encontram-se em niveis subnormais, desta forma
esta diminuicdo esta na origem de alteracdes da funcdo das células T, bem como, no

aumento da replicacdo viral (Shin et al., 2013).

As células T sofrem vérias divisdes celulares durante as respostas imunes adaptativas,
sendo sujeitas a estresse proliferativo chegando mesmo ao limite da senescéncia
replicativa. O estresse oxidativo, nestas células, aumenta a expressdo do recetor Fas/
CDgs que reage com o ligando FAS, também aumentado. Este complexo ativa o
mecanismo de apoptose dos linfécitos T CD4", infetados ou ndo. Estas condicdes sdo

compativeis com a progressao do VIH.

A morte de linfécitos T CD4" pelo VIH-1, por si s, ndo explica a perda das mesmas no
decorrer da infecdo. No entanto, a evidéncia experimental apoia um papel
patofisiologico relativamente ao processo de apoptose das células T CD4 na SIDA
(Sloand et al., 1997).
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Um excesso de ERO provoca modificagdes em proteinas, como alteragdes nas estruturas
(o que provoca fragmentacdo espontanea e aumento da suscetibilidade proteolitica) e
perda da sua fungdo. Os fosfolipidos das membranas bioldgicas também sdo altamente
sensiveis a oxidacdo por parte dos ERO, estando envolvidos em processos de
peroxidacdo lipidica. Relativamente ao ADN, este também sofre alteracdes devido ao
estresse oxidativo podendo estas alteracdes ser a nivel estrutural originando ruturas dos

filamentos e modificagdes nos pares de bases (Valle et al, 2013).

Esta patologia precede de deplecdo intracelular de glutationa, aumento do ERO e

alteracdes da membrana mitocondrial (Perl e Banki, 2000).

Como ja referido anteriormente os pacientes infetados com VIH assintomaticos, ou ja
numa fase mais avancada da infecdo, demonstram elevados niveis de estresse oxidativo,
0 que aumenta os metabolitos da peroxidacéo lipidica no plasma e ha uma redugdo dos
niveis de antioxidantes quando comparados com controlos saudaveis. A reducdo de
GSH e TAS no plasma, o aumento do malondialdeido e alteragOes da atividade das

enzimas CAT e SOD também sdo demonstradas (Valle et al., 2013).

Segundo Allard e col., o aumento da peroxidagdo lipidica induzida pelos ERO pode

desempenhar um papel na estimulacéo de replicacdo do VIH (Allard et al., 1998).

O estresse oxidativo esta associado a varios processos incluindo o envelhecimento e
diversas doencas cronicas como, por exemplo, o cancro, doengas cardiovasculares e

neurodegenerativas, cuja incidéncia parece aumentada nos individuos com VIH.

4.2 Toxicidade do tratamento antirretroviral

A introducdo da HAART no tratamento da infecdo pelo VIH esta associado ao aumento
do tempo de sobrevida e da qualidade de vida destes doentes. Contudo, parece também
estar associado com o0 aumento de efeitos adversos da doenca e da propria medicacdo
(Miré et al., 2005).
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A HAART diminui a replicacdo viral de forma a evitar a progressdo da doenca, a
preservar a funcdo imunitaria e a reduzir o desenvolvimento de resisténcias. Contudo,
parece existir uma viremia residual nestes doentes. Segundo Bailey e col., (2006),
existem diversos reservatorios onde o VIH persiste e onde a atuacdo das drogas é menos
eficaz. Existem, assim, varias explicacOes para a ineficAcia completa da terapéutica: a
existéncia dos santuarios anatémicos (cérebro, nédulos linfaticos, entre outros) onde a
penetracdo e atuacdo das drogas é sub-0tima; a presencga do virus com uma replicacao
silenciosa; ou a presenca de uma replicacdo lenta que ndo é completamente inibida pela
HAART (Valle et al., 2013).

Contudo, a relevancia do estresse oxidativo durante a infecdo pelo VIH-1 e o seu
tratamento é ainda uma especulacdo. A terapia antirretroviral estad frequentemente
associada a complicacbes metabdlicas como, acidose latica, hipercolesterolémia,
intolerdncia a glicose, diabetes mellitus, redistribuicdo de gordura, aterosclerose e,

ainda, no aumento de estresse oxidativo.

A ativacdo imunitaria esta associada com a replicacdo do VIH-1 e com o0 aumento do
estresse oxidativo. No entanto, a replicacdo viral poderd ser atenuada pela terapia
antirretroviral. Nas células mamiferas, a maior parte da producdo dos ERO ocorre a

nivel das mitocondrias.

Numa tentativa de resolver este dilema, ou seja, se o tratamento antirretroviral pode ou
ndo provocar estresse oxidativo, Hulgan et al., 2007, determinaram no plasma
concentracdes de F2-lsoprostanos (sdo compostos do tipo prostaglandina formados in
vivo, atraves de um mecanismo ndo enzimatico que envolve a peroxidacao lipidica),
tanto em individuos infetados com VIH-1 tratados, como ndo tratados, sendo concluido
que a terapia antirretroviral esta associada ao aumento do estresse oxidativo. Houve
efetivamente um aumento da concentracdo de F2- Isoprostanos no plasma sendo, por
isso, sugerido pelos autores possiveis associagdes entre medicamentos individuais e

estresse oxidativo (Mine et al., 2005).

Segundo Mir6 e col., os NRTI bloqueiam a ADN polimerase mitocondrial e, assim,

estdo associados com a deplecdo da ADNmt (ADN mitocondrial). Existem estudos a
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sugerir que farmacos como a Estavudina sdo os mais toxicos para as mitocondrias. No

entanto, ainda ndo ha conclusdes claras (Miro et al., 2005).

As mitocondrias possuem um ADNmt diferente do ADN nuclear. A ADN polimerasey é
uma enzima que replica e mantém o ADNmt. As proteinas traduzidas a partir deste
ADN estdo envolvidas nos complexos transportadores de eletrdes da fosforilacdo
oxidativa. A inibicdo da ADN polimerasey, sobretudo pelos NRTI, resulta numa
deplecdo da ADNmt, alterando a producdo das respetivas proteinas, provocando uma
deplecdo energética e uma disfuncdo tecidular. Todos estes processos levam a um

aumento das ERO e, seguidamente, ao estresse oxidativo.

Assim, parece gue os efeitos nocivos da HAART (incluindo a miopatia, cardiomiopatia,
anemia, hiperlactemia/acidose latica, pancreatite, polineurite e lipodistrofia) podem ser
causados pela toxicidade mitocondrial (Valle et al., 2013). Apesar desta associagdo

ainda ndo é bem claro esta toxicidade direta da HAART.
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V. Conclusao
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A producdo de ERO constitui um processo fisiologico e continuo no organismo
humano. As ERO sdo importantes para o bom funcionamento do organismo, pois
participam em processos biolégicos como: producdo de energia, fagocitose, regulagdo
do crescimento celular, sinalizacdo, entre outras. No entanto, quando se encontram em

€XCesso provocam danos.

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as espécies reativas de

oxigenio ou nitrogenio e os antioxidantes.

Esta descrito na literatura que a replicacdo viral do VIH é causadora do aumento do
estresse oxidativo. Esta associacdo deve-se a ativacdo cronica do sistema imune que
leva a uma inflamacdo cronica. Esta inflamagdo leva a ativacdo dos mondcitos e
neutréfilos 0 que aumenta a producdo de ERO sobretudo devido a producdo

mitocondrial.

Alguns farmacos usados no tratamento desta doenga podem também aumentar o
estresse oxidativo, sobretudo devido a sua toxicidade sobre a mitocondria. Tudo isto
leva a um ciclo vicioso com a producdo exacerbada de ERO pois o efeito toxico dos
farmacos pode causar mutacGes ao nivel de ADNmt o que pode levar a uma producéo

exagerada de ERO.

No entanto, o efeito deletério das ERO pode ser prevenido pela defesa antioxidante
normalmente existente no organismo de individuos saudaveis, composto por
concentragdes adequadas de vitaminas A, E, C e f-caroteno, entre outros, bem como um

adequado sistema enzimatico.

O estresse oxidativo pode variar de doente para doente e conforme a progressao da
doencga deve avaliar-se regularmente em cada paciente os niveis de estresse oxidativo, e
desta forma, atribuir um tratamento adequado a cada doente de forma a proporcionar-
Ihes uma melhor qualidade de vida. Estudos in vitro sugerem que varios antioxidantes

possuem a capacidade de melhorar o grau de severidade da doenca.
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