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RESUMO

O estresse oxidativo € uma condigao caracterizada por um desequilibrio entre a
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e a sua neutralizacdo pelas defesas antioxidantes, levando ao acumulo de
ERO e ERN e seus metabdlitos, com alteragdes no estado redox da célula. Estas
espécies reativas podem agir sobre os componentes bioldgicos e induzir ao
processo oxidativo e nitrosativo em lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Uma
grande variedade de doengas crbnicas apresenta estresse oxidativo e nitrosativo
como parte da patogénese, incluindo a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1). A relagédo entre estresse oxidativo e nitrosativo e a infecgéo
pelo HIV-1 reside no fato de que as ER e seus metabdlitos sdo componentes
importantes nos eventos das respostas imunes inata e adaptativa. Por outro lado,
estudos mostraram papéis especificos para os eventos oxidativos, tanto da
imunidade do hospedeiro quanto da biologia do virus. A ocorréncia do estresse
oxidativo em pacientes infectados pelo HIV-1 tem sido implicada na progressao da
doenca, assim como no desenvolvimento de doengas secundarias, tais como
doencgas cardiovasculares, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (SM). O
objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da SM e estresse oxidativo em
pacientes infectados pelo HIV-1 e caracterizar os eventos do estado redox e suas
implicagdes clinicas nas caracteristicas da doenga. Participaram do estudo 285
pacientes divididos em quatro grupos: G1: pacientes sem SM que ndo estavam
usando terapia antirretroviral (ARV); G2: pacientes sem SM usando ARV; G3:
pacientes com SM que ndo estavam usando ARV; G4: pacientes com SM usando
ARV. Foram avaliados parametros bioquimicos como dosagem de adiponectina,
acido urico (AU), perfil lipidico, glicose, insulina e o0 modelo da homeostase de
avaliacdo da resisténcia a insulina (HOMA-IR); parametros imunolégicos como
contagem de células T CD45", T CD3", T CD4" e T CD8", parametros virologicos
como quantificagdo da carga viral de RNA-HIV-1 e marcadores de estresse
oxidativo, como peroxidagao lipidica, produtos avancados de oxidacdo protéica
(AOPP) e capacidade antioxidante total do plasma (TRAP). Os resultados mostraram
que os pacientes do G4 exibiram niveis mais elevados de lipoperéxidos do que os
do G1 (p <0,0001) e niveis mais elevados de AOPP do que os do G2 e G1 (p
<0,0001). Os pacientes do G3 também apresentaram maior AOPP do que os do G2
(p <0,05) e os do G4 mostraram menores niveis de adiponectina quando
comparados com os do G2 ou G1 (p <0,0001). Da mesma forma, os pacientes do
G3 apresentaram menores niveis de adiponectina do que os do G2 (p <0,05) e G1 (p
<0,0001). A analise multivariada mostrou que o aumento da AOPP e a diminuigao da
relagdo do TRAP/AU foram independentemente associados com SM em pacientes
infectados pelo HIV-1. Quanto aos marcadores da progressdo da doenca e da
replicacdo viral analisados, pacientes do G4 exibiram significativamente maior
contagem de células T CD45", T CD3" e T CD4" do que os do G2 (p <0,01). Os



dados permitem concluir que pacientes infectados pelo HIV-1 com SM exibiram
hipoadiponectinemia e aumento do estresse oxidativo e que estas alteracbes nao
foram influenciadas pelo uso de ARV. Os resultados sugerem que a SM e o estresse
oxidativo podem ser importantes fatores envolvidos no desenvolvimento das
caracteristicas laboratoriais dos pacientes infectados pelo HIV. Mais estudos sao
necessarios para se verificar propostas de intervengdes, como dietas
individualizadas e/ou suplementacdo com nutrientes que poderiam aumentar os
niveis de adiponectina e diminuir o nivel de estresse oxidativo e nitrosativo e,
consequentemente, reduzir as complicacbes relacionadas a SM (de riscos
cardiovasculares, diabetes e disfungao lipidica) e progresséo da doenca.

Palavras-chaves: HIV-1. Sindrome metabdlica. Estresse oxidativo. Adiponectina.
Antirretrovirais. AOPP. TRAP.
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ABSTRACT

Oxidative stress is a condition characterized by the imbalance between the
production of reactive oxigen species (ROS), reactive nitrogen species (RNS) and
their neutralization by the antioxidant defenses, leading to the accumulation of ROS,
RNS, and their derived metabolites, with changes in the redox status of the cell.
These ROS and RNS can act on biological components and induce the oxidative and
nitrosative reactions on lipids, proteins, and nucleic acids. A wide variety of chronic
diseases presents oxidative stress as a part of their pathogenesis, including the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection. The relationship between
oxidative stress and HIV-1 infection lays in the fact that the ROS and RNS are
important components in several events of the innate and adaptive immune
responses. On the other hand, studies have shown specific role for oxidative-driven
events in both the host immunity and the virus biology. Tthe occurrence of oxidative
stress in HIV-1-infected patients has been implicated in disease progression, as well
as in developing other secondary disorders, such as cardiovascular diseases, insulin
resistance, and metabolic syndrome (MS). The aim of this study was to evaluate the
role of MS and oxidative stress in patients infected with HIV-1 and to characterize the
events of the redox state and their clinical implications in the characteristics of the
disease. The study included 285 patients divided into four groups: G1: patients
without MS who were not using antiretroviral therapy (ART); G2: patients without MS
using ARV; G3: patients with MS who were not using ART; G4: patients with MS
using ART. Were evaluated biochemical parameters, such as plasma levels of
adiponectin, uric acid (UA), lipid profile, glucose, insulin, and homeostatic model of
assessment of insulin resistance (HOMA-IR); immunological parameters, such as
CD45", CD3*, CD4", and CD8" T cell counts; viral load of RNA-HIV-1, and oxidative
stress parameters, such as lipoperoxidation, advanced oxidated protein products
(AOPP), and total radical trapping antioxidant parameter (TRAP). The results
demonstrated that G4 patients exhibited higher levels of lipoperoxide than G1
patients (p <0.0001) and higher AOPP than G2 or G1 patients (p <0.0001). The G3
patients also showed higher AOPP than the G2 (p <0.05) and G4 showed lower
levels of adiponectin compared to G2 or G1 patients (p <0.0001). Likewise, G3
patients showed lower levels of adiponectin compared to G2 (p <0.05) and G1
patients (p <0.0001). Multivariate analysis showed that both increased AOPP and
decreased TRAP/UA ratio were independently associated with MS in patients
infected with HIV-1. Regarding the markers of disease progression and viral
replication analyzed, G4 patients exhibited significantly higher CD45" CD3" and
CD4'T cell counts when compared to G2 patients (p <0.01). The data show that
patients infected with HIV-1 with MS exhibited hypoadiponectinemia and increased
oxidative stress and these changes were not influenced by the use of ART. The
results suggest that MS and oxidative stress can be important factors involved in the
development of laboratory characteristics of HIV-infected patients. More studies are



needed to determine whether new interventions approaches, such as individualized
diet and /or supplementation with nutrients that could increase adiponectin levels and
decrease the level of oxidative and nitrosative stress and, therefore, reduce
complications related to MS (cardiovascular risk, diabetes and lipid dysfunction) and
disease progression.

Keywords: HIV-1. Metabolic syndrome. Oxidative stress. Adiponectin. Antiretroviral
agents. AOPP. TRAP.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus da imunodeficiéncia humana e terapia anti  rretroviral

A descoberta da infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
ocorreu em meados de 1981, nos Estados Unidos da América (EUA), a partir da
identificacdo de um numero elevado de pacientes adultos do sexo masculino, homossexuais
e moradores dos estados da Califérnia e da cidade de Nova York, que apresentavam
sarcoma de Kaposi e pneumonia por Pneumocystis carinii (atualmente denominado
Pneumocystis jiroveci) (CDC, 198la; CDC, 1981b). Em 1982, tornou-se evidente o
surgimento de uma nova doencga caracterizada por uma imunodeficiéncia grave, de
transmissdo sexual, denominada sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids). Individuos
com esta sindrome apresentavam deplecdo de linfocitos T CD4" com consequente aumento
da susceptibilidade a doencas infecciosas, hipergamaglobulinema policlonal, resposta
reduzida a antigenos em testes cutaneos de sensibilizacdo, complicagdes neuroldgicas e
aumento de incidéncia de linfoma e do sarcoma de Kaposi (GOTTLIEB et al., 1981; NAVIA
et al., 1986; FARTHING, et al., 1989).

Em 1983, Luc Montagnier e sua equipe, no Instituto Pasteur de Paris,
Franca, isolaram um novo retrovirus humano em amostra de nodulo linfatico de um paciente
homossexual com linfadenopatia generalizada e persistente (BARRE-SINOUSSI et al.,
1983), sendo denominado de Lymphadenopathy Associated Virus (LAV). Quase
simultaneamente, o grupo de pesquisadores liderado por Robert Gallo, no Instituto Nacional
do Cancer, nos EUA, isolou o0 mesmo retrovirus de pacientes com aids e denominou de
Human T-cell lymphotropic virus type Il (HTLV-1ll) (GALLO et al, 1983). O Comité
Internacional para Taxomonia de Virus recomendou que 0s retrovirus isolados e
identificados como o0s causadores da aids fossem renomeados como Human
Immunodeficiency Virus (HIV) (COFFIN et al, 1986). Em 1986, foi identificado um segundo
agente etiolégico, também retrovirus, com caracteristicas semelhantes ao HIV e foi
denominado virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (HIV-2) (CLAVEL et al., 1986) e o HIV
inicialmente descoberto, foi denominado de HIV-1. O novo virus HIV-2 associado a aids foi
detectado em Lisboa, Portugal, em individuos procedentes de Guiné-Bissao, Cabo Verde e
em pacientes provenientes do oeste africano (CLAVEL et al., 1987). Em junho de 1987, o
HIV-2 foi detectado pela primeira vez nas Américas, na cidade de Sao Paulo, Brasil
(VERONESI et al., 1987).

Ao longo dos anos 80, a doenca rapidamente se configurou como uma

pandemia, tornando-se um dos mais graves problemas de salude publica do século XX.
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Desde o inicio da epidemia de aids, mais de 78 milhdes de pessoas foram infectadas com o
HIV-1 e 39 milhdes ja morreram (UNAIDS, 2014). Infec¢cdes novas tém diminuido em 38%
desde 2001. Em todo mundo, 2,1 milhGes de pessoas foram infectadas com HIV-1 em 2013,
contra 3,4 milhdes em 2001 (UNAIDS, 2014). No Brasil, de acordo com o Ministério da
Saude, desde o inicio da epidemia, em 1980 a junho de 2011, foram notificados 608.230
casos de aids. Em 2010 foram notificados 34.218 novos casos, com taxa de incidéncia de
17,9 casos por 100 mil habitantes. Ao longo dos ultimos 12 anos, observa-se uma
estabilizacdo da taxa de incidéncia no Brasil. No entanto, a incidéncia desta infec¢édo varia
segundo as regides brasileiras, uma vez que diminuiu na Regido Sudeste e aumentou nas
demais regides (BRASIL, 2012).

No final de 1999, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) contabilizava
34,3 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV-1 em todo o mundo (UNAIDS, 2000).
Atualmente, a pandemia ja conta com 35 milhdes de pessoas (UNAIDS, 2014). No Brasil, a
epidemia de aids € considerada estavel e concentrada nas regides mais populosas. Estima-
se que existam 734 mil pessoas vivendo com o HIV/aids, correspondendo a uma
prevaléncia de 0,4% (BRASIL, 2014). De 1980 (o inicio da epidemia) até dezembro de 2013,
foram registrados 278.306 Obitos em decorréncia da doenca. Nos Ultimos cinco anos, o
Brasil tem registrado uma média de 39,7 mil casos de aids. A distribuicdo do nimero de
casos de pessoas vivendo com HIV/aids varia nas diferentes regibes do Brasil, sendo a
regido Sudeste com o maior percentual (42,8%), seguida da regido Sul com 21,7%, regido
Nordeste com 19,9%, regido Norte com 8,8% e regido Centro-Oeste com 6,8% (BRASIL,
2014).

O Brasil foi um dos primeiros paises em desenvolvimento a adotar
politicas publicas de acesso universal e gratuito aos medicamentos antirretrovirais (ARVS) a
todos os portadores do HIV-1 no Sistema Unico de Saide (SUS), a partir de 1996 (BRASIL,
2015). O acesso aos ARVs possibilitou a melhoria da qualidade de vida e o aumento da
sobrevida dos pacientes com HIV/aids, além de ajudar a reduzir a disseminagdo da
epidemia. Atualmente, o SUS distribui 22 medicamentos para o tratamento dos individuos
infectados pelo HIV-1, com investimento aproximado de R$ 900 milhdes. Para 2015, esta
previsto um investimento de R$ 1 bilhdo em medicamentos (BRASIL, 2015).

Em 2013, cerca de 12,9 milhdes de pessoas vivendo com HIV/aids no
mundo tiveram acesso a terapia com ARVs, 0 que representa cerca de 37% de todas as
pessoas que vivem com o HIV; destes, 38% sdo adultos e 24% sao criancas (UNAIDS,
2014). No Brasil, 355 mil pessoas vivendo com HIV/aids estavam em uso de terapia com
ARVs, em 2013, 293 mil apresentaram supressao da carga viral (CV), com valor inferior a

1.000 copias/mL e 255 mil possuiam CV indetectavel (inferior a 50 cépias/mL) (BRASIL,
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2014).

Em 1996, foi implantado o tratamento da infec¢cdo pelo HIV-1 com a
terapia antirretroviral de alta poténcia ou HAART (highly active antirretroviral therapy), que
consiste ha associacdo de dois medicamentos inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleosideos (ITRN) e um medicamento inibidor de protease (IP) ou inibidor da
transcriptase reversa nao analogo de nucleosideos (ITRNN). Com isto, apés trinta anos de
sua descoberta, a infecgdo pelo HIV-1 passou a ser considerada uma doenca crbnica, que
se manejada e tratada de maneira adequada, diminui, consideravelmente, a probabilidade
de adoecimento e morte das pessoas vivendo com HIV/aids (BRASIL, 2013, Van WIJK et
al., 2012). A HAART mostrou-se eficaz na supressdo da replicagdo do HIV-1 e alterou a
historia natural da infecgdo por este virus (COHEN et al, 2010, IVES et al, 2001).

A adeséo ao tratamento com ARVs e a boa resposta a terapia sao fatores
gue tém contribuido para uma redugcédo na morbidade e mortalidade e para o aumento da
expectativa de vida e melhor progndstico destes pacientes; além disso, demonstraram
serem eficazes na diminuigdo da transmissédo do virus (COHEN et al. 2011, HOGG et al.,
1999, DETESL et al., 1998, PALELLA et al., 1998). Trabalhos relatam que HAART foi
responsavel por 50% de declinio na mortalidade, diminuicdo da taxa de transmisséo vertical,
infeccbes oportunistas e incidéncia de deméncia associada ao HIV (BHASKARAN et al.,
2008, TEDALDI et al., 2008, LOHSE et al., 2007, PARK et al., 2007).

Os ARVs sado bem tolerados, a curto prazo; no entanto, Sdo responsaveis
por inumeros efeitos adversos (RACHID et al.,, 2008). Estudos tém demonstrado que as
duas principais complicacdes associadas aos ARVs séo a sindrome lipodistréfica associada
ao HIV-1 e as alteracbes metabodlicas que afetam o metabolismo de lipidios e de
carboidratos (INDUMATI et al., 2014, FARHI, et al., 2008, VALENTE et al., 2005;
GOUGEON et al., 2004).

A sindrome lipodistrofica inclui alteragdes morfolégicas do corpo,
caracterizadas pela redistribuicdo da gordura, com perda de gordura nas extremidades,
gluteos e face (lipoatrofia), com ou sem o acumulo de gordura no abdémen devido a um
aumento da gordura visceral, ou mais raramente, um aumento na quantidade de gordura no
pescoco (giba) ou seios (ALVES et al, 2014, INDUMATI et al., 2014). Além destas
alteracdes fenotipicas, uma grande propor¢do de pacientes desenvolve resisténcia a
insulina (RI) e elevacdo na concentracdo plasmética de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (low-density lipoprotein cholesterol/LDL-C), colesterol total, triglicerideos e
lipoproteina de densidade muito baixa (very low density lipoprotein/\VLDL) (INDUMATI et al.,
2014). A combinacédo de hiperlipidemia, Rl e acumulo de gordura visceral se assemelha a

sindrome metabdlica (SM) e levantou a preocupacdo de que pacientes infectados pelo HIV-
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1 tratados com ARVs podem estar em maior risco de desenvolver doenca cardiovascular e
diabetes (INDUMATI et al., 2014, Van WIJK et al., 2012, VALENTE et al., 2005, GOUGEON
et al., 2004, KOTLER et al., 1999).

A etiologia da sindrome lipodistrofica e alteracdes metabdlicas parece ser
multifatorial, incluindo efeito inibitério dos ARVs sobre a diferenciacdo dos adipdcitos,
alteracdo das funcdes mitocondriais nos adipdcitos e alteracdo na expressao de leptina,
adiponectina e citocinas no tecido adiposo de pacientes infectados pelo HIV (Van WIJK et
al., 2012, GOUGEON et al., 2004). Os mecanismos mais estudados incluem mudanca na
expressdo da proteina de ligacdo do acido retindico celular tipo 1 (Cellular retinoic acid-
binding protein 1/CRABP-1) e da proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade (low density lipoprotein-receptor-related protein/LRP), desordens na proteina de
ligacdo de elementos regulatorios de esterdides (Sterol regulatory element-binding protein 1c/
SREBP-1c) e receptor gama de proliferador de peroxissoma ativado (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma/PPAR-y), interferéncia na glutationa (GSH), alteracéo
nos niveis séricos de leptina e adiponectina e disfuncdo mitocondrial por meio da inibicdo da
polimerase do acido desoxirribonucleico (DNA polimerase) (ALVES et al., 2008, BASTARD
et al., 2002, BRINKMAN et al., 1999, CARR et al., 1998).

Além da SM, evidéncias cientificas tém comprovado que o estresse
oxidativo (EO) desempenha um papel importante na progressdo da infeccdo pelo HIV-1
(PERL, et al., 2000, PYO et al, 2008). Um desequilibrio nos sistemas de defesa antioxidante
e, consequentemente desequilibrio redox, esta presente em pacientes infectados com HIV-1
(SHARMA et al., 2014). Além disso, ha evidéncias claras de que o EO pode contribuir para
diversos aspectos da progressdo da infeccdo pelo HIV-1, incluindo a replicacdo viral,
resposta inflamatéria, diminuicdo da proliferacdo de células imunes, perda da fung¢éo imune,
perda cronica de peso e aumento na sensibilidade a toxicidade da droga (AQUARO et al.,
2007; revisado por REICHE et al., 2014).

Ainda n&o existe consenso para o tratamento dos componentes da SM e
do EO em pacientes infectados pelo HIV-1, mas a deteccdo precoce destas alteracOes
deveria fazer parte do acompanhamento clinico destes pacientes, propiciando a escolha de
medidas terapéuticas mais eficazes e individualizadas que possibilitem a redugéo de riscos
associados a doencas cardiovasculares (DCV), diabetes e disfunc¢éo lipidica (LUNDGRE et
al., 2008).



21

1.2 Patogénese do HIV

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1, em grande parte, é atribuivel a
diminuicdo do numero de linfécitos T CD4", principal alvo do virus. Em pacientes ndo
infectados, todos os dias, cerca de 5% das células T sdo destruidas por meio do processo
apoptotico e substituidas (RESHI et al., 2014). Isto, por sua vez, leva a diminuicdo dos
niveis séricos de zinco e vitamina E, que funcionam como antioxidantes e possibilitariam a
inibicdo da replicacéo do virus intracelular; do mesmo modo, a diminuigdo do selénio indica
a progresséo da infeccdo pelo HIV-1 para aids (RESHI et al, 2014, SPRIETSMA et al,1997).

O estado imunoldgico de uma crianca ou adulto que vive com HIV-1 pode
ser avaliado pela contagem do nimero absoluto (por mm?®) ou da porcentagem de células T
CD4", um parametro considerado padrdo para avaliar e caracterizar a gravidade da
imunodeficiéncia relacionada com o HIV-1 (WHO, 2007). A progressiva diminuicdo das
células T CD4" resulta na desregulacdo do sistema imunolégico que leva a uma falha no
mecanismo de homeostasia do hospedeiro e na rede celular imune. Estas alteracdes estédo
associadas com a progressdo da doenca e uma maior probabilidade de infeccBes
oportunistas e outras manifestacdes clinicas associadas ao virus, incluindo debilitacédo
progressiva e morte (OKOYE et al., 2013, WHO, 2007).

De modo tipico, depois de sofrer a infec¢cdo primaria, a maioria dos
pacientes ndo apresenta quaisquer sintomas por até mais de 10 anos, durante os quais a
CV declina sem que o virus interrompa sua replicacdo (RESHI et al, 2014). Isto, por sua vez,
leva a uma diminuicdo gradativa na contagem de células T CD4" que conduz a aids,
denominada como a fase terminal da infec¢cdo (RESHI et al., 2014).

Apds o pico inicial de viremia, respostas imunes humoral e celular sdo
detectadas e capazes de controlar parcialmente a replicacdo viral, com a observacdo de
gueda da viremia por varias ordens de grandeza, até atingir um nivel de estado estacionario
mais baixo. No entanto, estas respostas imunoldgicas ndo conseguem eliminar o virus,
levando a uma infeccdo cronica (FEVRIER et al, 2011). Nessa fase, notam-se niveis
aumentados de citocinas proinflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), elevacao da proteina C reativa (PCR) e dimero D,
havendo, também, aumento da producéo e da destruicdo de linfocitos T CD4" e de linfécitos
B (CERRATO et al., 2015, BOULWARE et al., 2011, COHEN et al., 2011, BREEN et al.,
2002). Ressalta-se que a ativacdo dos linfocitos T CD4" e T CD8" é persistente e esta
associada tanto a presenca do HIV-1 quanto a de outros fatores comuns em pessoas
vivendo com HIV/aids, como replicacdo viral, estimulo provocado pela presenca de outros

patdgenos como o citomegalovirus (CMV) e outros herpesvirus, translocacdo de
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lipopolissacarideos através da mucosa intestinal que se ligam ao CD14 sollvel, perda de
células T imunoregulatérias e fibrose da infraestrutura linféide (CERRATO et al.,, 2015,
HEMKENS et al., 2014).

Recentemente, a inflamacdo e a disfuncdo endotelial associadas a
infeccdo pelo HIV tém sido apontadas como fatores que contribuem para a elevagédo do
DCV em pacientes vivendo com HIV/aids (CERRATO et al., 2015). Embora o papel dos
ARVs na reducgéo da inflamacédo e dos eventos cardiovasculares ainda néo esteja claro, a
capacidade de restaurar e expandir os linfocitos T CD4" é menor entre pacientes que iniciam
tratamento mais tardiamente (DEEKS et al., 2009). Nesse sentido, estima-se que o inicio
mais precoce da terapia com ARVs e, portanto, em fases com maior capacidade de
recuperacdo das células T, esteja inversamente relacionado ao desenvolvimento de

complicag@es crbnicas (DEEKS et al., 2009).

1.3 Estresse oxidativo e nitrosativo (EO/EN)

1.3.1 Conceito

Estresse oxidativo e nitrosativo ocorre quando had uma mudanca no
equilibrio entre a producao de radicais livres ou espécie reativa de oxigénio (ERO) e espécie
reativa de nitrogénio (ERN) e a sua neutralizacdo por defesas antioxidantes, levando ao
acumulo de ERO e ERN e seus metabdlitos derivados, com alteracdes no estado de
oxidacdo e reducdo (redox) da célula (DALLE-DONNE et al., 2006, YOSHIKAWA et al.,
2002). Uma das principais consequéncias do EO/EN é o dano as bases do acido nucléico,
lipidios e proteinas, o que pode comprometer gravemente a viabilidade das células ou
induzir uma variedade de respostas celulares por meio da geracdo de espécies reativas
(ER) secundarias, levando a morte celular por necrose ou apoptose (RESHI et al., 2014,
CIRCU et al., 2010). O dano oxidativo de qualquer uma destas biomoléculas, se néo for
controlado, pode contribuir para o desenvolvimento de doencas; sendo assim, para evitar o
processo lesivo, as células e tecidos dos seres vivos possuem abundancia de sistemas
antioxidantes para neutralizar ou eliminar as ERO e ERN. Estes sistemas incluem enzimas
antioxidantes, como a catalase, superéxido dismutase (SOD), GSH peroxidase e GSH
redutase, bem como compostos de baixo peso molecular ndo enzimaticos, tais como
vitamina C, vitamina E, GSH e acido uUrico (AU) (CASTEGNA et al., 2003). Sob
circunstancias fisiolégicas, ha um equilibrio entre a formacéo e a neutralizacdo de ERO e
ERN para que haja modificacdo minima de biomoléculas (DALLE-DONNE et al., 2006;
SHACTER, 2000).
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O conceito de EO foi primeiramente explorado por Denham Harman, em
1956, no processo de envelhecimento (HARMAN, 1956), o que desencadeou intensas
pesquisas sobre EO em sistemas bioldgicos. Uma segunda fase se deu em 1969 quando
McCord e Fridovich (1969) descobriram a enzima SOD e, assim, forneceram evidéncias
sobre a importancia do EO em sistemas vivos. Uma terceira fase remonta em 1977, quando
Mittal e Murad forneceram evidéncias de que o ion superoxido (O,) e peréxido de
hidrogénio levam a formacéo de radical hidroxila (OH) que estimula a ativacdo de guanilato
ciclase e a formagcédo de um segundo mensageiro, a guanosina monofosfato ciclico (cGMP)
(MITTAL, et al, 1977). Desde entdo, pesquisas tém-se acumulando, o que tornaram
possivel o esclarecimento de diversos mecanismos e func¢des bioldgicas dos seres vivos.

Durante o metabolismo celular aerébico ou a exposicdo a fatores
ambientais, € produzida uma série de subprodutos eletricamente instaveis, capazes de
existir independentemente, que contenham um ou mais elétrons desemparelhados na ultima
camada orbital e encontram-se centrados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio
(HALLIWELL, 1987).

Em sistemas biolégicos, a principal fonte de EO sdo as mitocéndrias, mas
pode também ser produzido nas membranas celulares e no citoplasma (BARBOSA et al.,
2010; CIRCU et al., 2010). Os organismos aerébicos metabolizam 85 a 90% do oxigénio
(O,) consumido na mitocondria para gerar energia e agua necessarias para a vida, por meio
da cadeia transportadora de elétrons (KRISHNAMURTHY et al., 2012). O restante, 5%, é
utilizado por diversas enzimas oxidoredutases (NADPH oxidase, xantina oxidase, glicose
oxidase, mieloperoxidase, citocromo P450) e oxigenases (cicloxigenase e lipoxigenase) e,
ainda, por reacdes quimicas de oxidagdo direta, que irdo produzir as ERO
(KRISHNAMURTHY et al., 2012, STEINBRENNER et al., 2009, SHACTER, 2000). Os
principais grupamentos radicalares derivados do O, sdo os radicais "OH, O, peroxil (RO;")
e alcoxila (RO’) e os nao radicalares sdo O,, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso
(BIRBEN, et al., 2012).

ERN sdo geradas a partir de reacdes inflamatorias, principalmente em
consequéncia da reducdo da nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) pela
enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (HENSLEY et al., 2000). Oxido nitrico (NO")
representa um componente importante da resposta imune inata do hospedeiro contra
infecgBes causadas por virus DNA e RNA, incluindo infeccdo pelo HIV-1 (MANNICK et al.,
1995). Tipicamente, 0 NO® é produzido pelos macréfagos, pela micréglia no sistema nervoso
central (SNC) e ou pelas células endoteliais A enzima iNOS catalisa a conversdo do
aminoacido L-arginina em citrulina mais o radical NO* (HENSELY et al., 2003, HALLIWELL,
2001, HENSLEY et al., 2000, PATEL et al., 1999). A importancia desta enzima na fisiologia
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€ ressaltada pelo fato de que existem varias isoformas de INOS, incluindo uma isoforma
endotelial constitutiva (NOS3), uma isoforma induzida (NOS2) que se expressa em varios
tipos de células em resposta a estimulos pré-inflamatérios e produz grandes quantidades de
NO’, uma isoforma neuronal (NOS1) e uma isoforma mitocondrial (mtNOS) (PATEL et al,
1999, GHAFOURIFAR, 1997). A expressdo de iNOS é aumentada por EO ou citocinas
proinflamatérias (NATHAN, 1997). Assim, a IL-1 beta (IL-1pB), IL-6, interferon alfa-2b (IFN-
a2b), interferon gama (IFN-y) e interleucina 17 (IL-17) induzem iNOS, enquanto que fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B), interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10),
interleucina 11 (IL-11) e interleucina 13 (IL-13) suprimem a inducao de NO'’ liberado a partir
de macroéfagos (TORRE et al., 2002). Em adicdo, o HIV-1 também estimula a producdo de
NO® por macréfagos humanos, na medida em que a concentracdo da glicoproteina do
envelope 120 (gp120) recombinante aumenta in vitro (PIETRAFORTE et al., 1994). O NO’
tem vérias funcdes, entre as quais colaborar na regulacdo da pressao sanguinea, inibir a
agregacao plaquetaria, agir como neurotransmissor, estar envolvido na morte intracelular de
parasitas por macrofagos e exercer fungdo tumoricida e antimicrobiana in vivo e in vitro
(RADI, 2004, TORRE et al., 2002, HALLIWELL, 2001).

Outras ERN sdo o 6xido nitroso (N,Os), &cido nitroso (HNO,), nitritos
(NOy), nitratos (NO3) e peroxinitritos (ONOO’) (BIRBEN, et al.,, 2012). As ER sé&o
potencialmente reativas com moléculas bioldégicas capazes de causar oxidagdo e,
dependendo da concentragdo, podem ter fungdo benéfica ou prejudicial para as células e
tecidos (CIRCU et al, 2010). Em niveis baixos ou moderados, as ER funcionam em
processos fisioldgicos celulares com importante papel na sinalizacao intracelular e regulacéo
de acdo hormonal, fatores de crescimento, citocinas, transcricdo, apoptose, transporte de
ferro, inducdo de respostas mitogénicas, imunomodulacdo, neurcimunomodulagdo e em
defesas contra agentes infecciosos (CIRCU et al, 2010; VALKO et al., 2007; GLOIRE et al.,
2006; VALKO et al., 2006; POLI et. al, 2004; LANDER et al, 1997), enquanto que 0 excesso
das ER induz a modificacdo oxidativa de macromoléculas celulares, tais como lipidios,
carboidratos, proteinas e acido desoxirribonucléico (DNA) alterando a sua fun¢éo (CIRCU et
al, 2010; VALKO et al., 2006; KELLY et al., 2003; MARNETT, 1999; GIROTTI, 1985).

1.3.2 Biomarcadores do estresse oxidativo e nitrosa tivo

Os biomarcadores sédo definidos como parédmetros que podem ser
objetivamente mensurados e avaliados como indicadores de processos biol6gicos normais,
processos patolégicos ou respostas farmacoldgicas para uma intervencdo terapéutica
(DALLE-DONNE et al.,, 2006). Véarios marcadores in vitro de EO/EN estdo disponiveis,
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incluindo as préprias ERO e ERN. A maioria dos resultados tem valores limitados in vivo
devido a especificidade limitada para o produto de oxidacdo/nitrosacdo; o analito a ser
mensurado ndo € um produto especifico da ERO/ERN; a falta de sensibilidade em detectar
concentracdes do produto em individuos saudaveis, ndo permitindo a definicho de um
intervalo de valores de referéncia; as concentracdes do produto mensurado poderem ser
influenciadas por fatores externos, tais como o teor de lipidios da dieta; ou o ensaio ser
muito invasivo para investigagdes in vivo em seres humanos (DALLE-DONNE et al., 2006).

Embora algumas ERO/ERN terem sido diretamente detectadas in vitro por
espectrometria [cromatografia liquida de alta performance (high performance liquid
chromatography/HPLC), espectroscopia magnética de ressonancia com rotagéo de elétron],
imunoquimica [quimioluminescéncia (QL), fluometria] ou por citometria de fluxo, esses
métodos de deteccdo direta ainda ndo s&o aplicaveis para exames clinicos devido a
instabilidade de muitas ER e a necessidade de equipamento de alto custo (DALLE-DONNE
et al., 2006; CHRISTOV et al., 2003). Além disso, ERO/ERN séo geralmente muito reativas
e/ou tém meia-vida muito curta que varia de nanossegundos para o radical hidroxil e
segundos para o NO’ e radical peroxil (BUTTERFIELD et al., 1997). Devido as diferencas na
meia-vida, a reatividade das ERO/ERN difere do meio ambiente aquoso na qual elas foram
formadas para reacdo no interior da membrana e de dificil mensuracéo direta em células,
tecidos ou fluidos corporais. Em contrapartida, lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos, apdés serem modificados pelas ER, tém um tempo de meia vida maior, 0 que 0s
tornam marcadores ideais de EO. Dentre estes marcadores encontramos as proteinas
carbonilicas, malondialdeido (MDA) e metabdlitos do NO® como o nitrito (DALLE-DONNE et
al., 2006, POCERNICH et al., 2005).

A medida da capacidade antioxidante considera a agdo cumulativa de
todos os antioxidantes presentes (conhecidos e desconhecidos) e sua interacao sinérgica
nos fluidos corporais e plasma, proporcionando assim um parametro integrado e ndo a
simples soma de antioxidantes mensuraveis, possibilitando uma visdo sobre o delicado
equilibrio in vivo entre oxidantes e antioxidantes (GHISELLI et al, 2000). Esta medida pode
ajudar na avaliacdo de fatores fisiolégicos, ambientais e nutricionais do estado redox em
seres humanos e contribui para a identificagdo das condicdes que afetam o estado oxidativo
in vivo (por exemplo, a exposicdo a ERO e suplementacdo com antioxidantes). Além disso,
as mudancas na capacidade oxidativa no plasma apés a suplementacdo com antioxidantes
ou com alimentos ricos em antioxidantes podem fornecer informacgfes sobre a absorcao e
biodisponibilidade de compostos nutricionais (GHISELLI et al, 2000). E dtil registrar que o
decréscimo da capacidade antioxidante néo significa necessariamente que o dano oxidativo

ocorreu mas pode significar, simplesmente, que o mecanismo de defesa cumpriu sua funcdo
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habitual (HALLIWELL et al., 2007).

Significativos avancos metodologicos tém sido alcancados desde o
desenvolvimento do teste denominado de substéncia reativa ao acido tiobarbiturico
(thiobarbituric acid reactive substance/TBARS) que usa o acido tiobarbitdrico como
reagente, e ensaios carbonilicos, que sdo amplamente usados desde 1980 e 1990 para
avaliar o dano oxidativo (YEUM et al., 2011). O padrdo ouro para detectar os estados de
dano oxidativo e defesa antioxidante ainda ndo estdo definidos (YEUM et al., 2011).

Os biomarcadores de EO podem ser classificados em métodos diretos que
avaliam os produtos de oxidacdo envolvendo substratos, tais como lipidios, proteinas e
acidos nucléicos, e métodos indiretos que avaliam o estado antioxidante por meio de anélise
de niveis enddgenos de antioxidantes enzimaticos e n&o enziméticos, bem como a

resisténcia da matriz biol6gica em induzir EO (YEUM et al., 2011).

1.3.2.1Biomarcadores de peroxidacao lipidica

As membranas celulares contém quantidades significativas de &cidos
graxos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids/PUFAS) que sdo esterificados em
fosfolipidos e colesterol livre. Estes lipidios sdo alvos primarios para o ataque dos radicais
livres levando a peroxidacao lipidica (LPO) e causando um impacto profundo sobre a
biologia dos sistemas vivos (YIN et al., 2011).

A peroxidacdo lipidica pode ser descrita como uma cascata de eventos
bioguimicos na qual oxidantes, tais como radical livre e espécies nao radicalares, atacam
lipidios que contém ligacBes duplas de carbono-carbono (YIN et al.,, 2011). A fase inicial
consiste na retirada do hidrogénio formando um radical lipidico centrado no carbono (L"). Na
fase de propagacdo, o radical lipidico (L") rapidamente reage com o O, formando o radical
peroxil lipidico (LOO") que retira um hidrogénio de outra molécula de lipidio gerando um
novo (L') e hidroperoéxido lipidico, levando a quebra da homeostasia celular ou em alguns
casos, interacdo com macromoléculas resultando em morte celular (FRITZ et al, 2013, YIN
et al., 2011).

A deterioracdo oxidativa dos PUFAs e sua mensuracgéo laboratorial é uma
ferramenta para determinar o EO. Peroxidos e aldeidos gerados ndo sao apenas
marcadores passivos de EO, mas também produtos citotdxicos. LPO produz grandes
guantidades de aldeidos, tais como MDA, 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) e acroleina e conduz
a formacao de isoprostanos (BUTTERFIELD et al., 2002). O HNE e acroleina contribuem
para o dano da membrana e morte celular induzida por véarios produtos oxidativos e, por

meio de alteracfes da estrutura da proteina, estas moléculas sdo capazes de inibir o DNA, o
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acido ribonucléico (RNA), a sintese de proteinas, a glicolise e degradacdo de enzimas
(POCERNICK et al., 2005).

Os niveis plasmaticos de hidroperéxidos sdo avaliados por diferentes
métodos, incluindo terc-butil-hidroperéxido iniciado por QL (CL-LOOH), com os resultados
expressos em contagens por minuto (cpm), como descrito anteriormente (GONZALES-
FLECHA et al., 1991). Terc-butil hidroperéxido é um hidroperéxido organico de cadeia curta
gue contém um grupo butil terciario e um grupo hidridodioxigénio (HO,"), cuja férmula
molecular é (CH3);COOH e é comumente utilizado como agente oxidante (produz radical
alcoxil) para avaliar os mecanismos de alteracfes celulares do EO nas células, tecidos e
fluidos biolégicos (AYALA et al., 2014, KUCERA et al., 2014).

CL-LOOH, quando avaliado na amostra de plasma por um método de QL,
€ altamente sensivel que permite a quantificacdo dos niveis muito baixos de peréxidos
lipidicos pré-formados in vivo, e fornece também, informacdes sobre as defesas néo
enzimaticas com base no aumento da emissdo de foton causada pelo EO previamente
sofrido pelas células (LOZOVOY et al. 2011). Este teste € um método sensivel que leva em
conta a analise cinética da parte ascendente da curva e de emissdo sob a suposicéo de que
a variacdo de valores de velocidade inicial depende do nivel das defesas antioxidantes pré-
existentes e reflete 0 aumento de hidroperédxidos lipidicos originados de fosfolipidios,
colesterol ésteres, proteinas e oxidacdo de acidos graxos livres e diminuicdo dos niveis de
antioxidantes, causada pela ac¢do contra radicais livres, principalmente em particulas de

lipoproteinas plasmaticas (PANIS et al., 2011).

1.3.2.2 Biomarcadores de oxidac¢ao protéica

O EO aumenta os niveis de oxidacdo de proteinas que podem conduzir a
uma grande variedade de modificagbes de aminoacidos. Pela acdo de oxidantes clorados,
principalmente o acido hipocloroso e cloraminas produzidos pelos neutrdéfilos ativados sob
acdo da mieloperoxidase, ocorre a formacao de ditirosina contendo produtos de proteina de
ligagdo cruzada conhecidos como produtos avancados de oxidagdo protéica (Advanced
Oxidation Protein Products/AOPP) que sdo detectados por espectrofotometria e este ensaio
€ considerado como um marcador bioloégico confidvel para estimar o grau de modificactes
oxidativas de proteinas (WITKO-SARSAT et al., 1996).

A AOPP foi descoberta e relatada por Witko-Sarsat e colaboradores, em
1996, em pacientes urémicos (WITKO-SARSAT et al., 1996) e, posteriormente, foi
associada a diabetes (PIWOWAR et al., 2009; MARTIN-GALLAN et al, 2003). Estudos

demonstraram que o acumulo crénico de AOPP promove a inflamacao e aumenta o EO em
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rins de pacientes diabéticos e pode contribuir para o desenvolvimento e/ou progressédo da
nefropatia diabética (SHI et al., 2008).

1.3.2.3 Biomarcadores das espécies reativas de nitr  ogénio

Trabalhos demonstram que, embora a produgdo de NO’ possa estar
aumentada pela iINOS, a biodisponibilidade de NO" pode ser prejudicada devido ao consumo
de NO’ na reacdo com anion superoxido produzindo um oxidante, o peroxinitrito, que por
sua vez acelera a reacdo de LPO (LI et al, 2007; TAO et al, 2007). A producdo de
peroxinitrito € confirmada pelos niveis elevados de nitrotirosina, um marcador de geracéo
enddgena de peroxinitrito, encontrado em modelos humanos e animais (YAMAGUCHI et al.,
2006).

Por ser um radical muito instavel, com uma meia-vida de apenas alguns
segundos e rapidamente oxidado pelo O, tecidual para os produtos finais estaveis, nitrito e
nitrato, é dificil de quantificar os niveis de NO" no tecido, de modo direto e em tempo real. O
NO’ pode ser avaliado por varios métodos, incluindo a avaliagdo de niveis de metabdlitos de
NO" (NOx). Geralmente, os niveis séricos de NO’ sdo avaliados com base na concentracdo
de nitrito e nitrato de acordo com a reacao de Griess, que consiste na reducdo enzimatica
do nitrato em nitrito com cadmio (GUEVARA et al, 1998; NAVARRO-GONZALES et al,
1998). O acompanhamento dos niveis de nitrito/nitrato em tecido ou plasma humano pode
ser uma ferramenta importante para compreendermos o envolvimento do NO' na infec¢éo

pelo virus HIV.

1.3.2.4 Biomarcadores de defesas antioxidantes

A Capacidade Antioxidante Total do Plasma (Total Radical Trapping
Antioxidant Parameter, TRAP) foi proposta, inicialmente, por Wayner et al., em 1985, e tem
sido o método mais utilizado para avaliar a capacidade antioxidante (WAYNER et al., 1985).
O ensaio detecta antioxidantes hidro e lipossollveis presentes no plasma, por meio de QL
(REPETTO et al., 1996). Baseia-se no principio da adicdo de um azoiniciador ao plasma, o
dicloridrato 2,2'-azobis-2-metilpropanoamidina (ABAP), substancia hidrossoluvel capaz de
gerar radical livre (YEUM et al., 2011). O iniciador azo contém um grupamento —N=N-
amplamente usado em experimentos in vitro que se decompde a uma velocidade
dependente da temperatura constante para originar radical centrado no carbono que reage
com o O, para formar o radical peroxil. O radical peroxil tem energia suficiente para retirar o

hidrogénio de um substrato (lipideos), iniciando, assim, a LPO (YEUM et al.,, 2011;
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GHISELLI et al, 2000). Quando o radical peroxil é gerado in vitro, é neutralizado pelos
antioxidantes presentes no plasma, periodo no qual a oxidagao é inibida e comparada ao do
reagente comercial Trolox® (New Jersey, EUA), um analogo hidrossoluvel da vitamina E
usado como antioxidante de referéncia e quantitativamente relacionado a capacidade
antioxidante total do plasma. Os valores de TRAP sdo expressos em UM Trolox®
(VASCONCELOS et al., 2007). Este método consome tempo (2 horas por amostra) e, por
conseguinte, apenas um nuamero limitado de amostras pode ser mensurado diariamente. O
TRAP avaliado por este método permite a comparagdo dos efeitos dos antioxidantes
biologicamente importantes in vitro. Sies relatou que urato, tocoferol e ascorbato foram as
principais moléculas que contribuem para o TRAP, mas que a contribuicAo combinada
destes trés antioxidantes era apenas 27 a 43% de TRAP (SIES, 2007). Vasconcelos et al.
relataram que as maiores contribuicbes ao TRAP sdo do urato (35-65%), das proteinas
plasméticas (10-50%), do ascorbato (acima de 24%) e da vitamina E (5-10%)
(VASCONCELOS et al, 2007).

O AU é um é&cido organico fraco presente sob a forma de urato
monossédico em pH fisiol6gico no plasma e a maior parte é proveniente do desdobramento
das proteinas enddgenas e exdgenas (SO et al., 2010). Em humanos, o AU é o produto final
do metabolismo das purinas que sofrem um processo de degradacdo em hipoxantina e que
se transforma em xantina. Por sua vez, a xantina, por acdo irreversivel de uma enzima
denominada de xantina oxidase, se transforma em AU e este em urato monossodico (DI
GIORGIO et al., 2015; VASCONCELOS et al, 2007).

Urato oxidase ou uricase €é uma enzima essencial encontrada
principalmente no figado que converte o AU em alantoina que, subsequentemente,
metaboliza a alantoato e, em seguida, a glioxilato e uréia. Com excec¢do do urato, todos os
produtos apresentam alta solubilidade no plasma (DE GIORGI et al., 2015; SO et al, 2010;
VASCONCELOS et al, 2007; WU, et al.,, 1994). Vale ressaltar que a velocidade e a
gquantidade de AU formado a partir das purinas dependem da xantina oxidase, ou seja,
gquanto maior for a quantidade desta enzima maior sera a formacéo de AU.

Inicialmente, o AU foi considerado um produto de residuos inertes que
cristaliza em concentracfes elevadas para formar célculos renais e provocar artrite gotosa
(SO et al., 2010). Subsequentemente, provou ser um antioxidante seletivo, capaz de reagir
com radicais hidroxila e &cido hipocloroso e ser convertido em produtos inécuos (alantoina,
alantoato, glioxilato, uréia e oxalato) (BECKER, 1993). Além disso, o AU foi reconhecido ser
um potente antioxidante que elimina o O, singlet (O,"), radicais de O,, peroxinitrito e
guelante de metais de transi¢cdo para reduzir, por exemplo, a oxidacdo de &cido ascérbico

mediada por ferro (SO et al., 2010). Sua concentracdo no plasma é de quase 10 vezes mais
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elevada do que outros antioxidantes, como a vitamina C ou a vitamina E (GHISELLI et al,
2000).

As concentracdes plasméaticas de AU variam de acordo com idade e sexo
e sdo menores na infancia (3,0 a 4,0 mg/dL) aumentando, posteriormente, no homem
durante a puberdade e em mulheres apds a menopausa (DI GIORGIO et al., 2015). Quando
comparamos adultos masculinos e femininos com mesma idade, as concentracdes de AU
em mulheres sdo mais baixas do que em homens (ANTON et al., 1986). Das e
colaboradores (2014) verificaram que o AU varia de 2,6 a 8,2 mg/dL, sendo de 3,5 a 8,7
mg/dL no sexo masculino e de 2,5 a 6,9 mg/dL no sexo feminino. Além disso, diferencas
metabdlicas, bem como algumas condi¢Bes patoldgicas (doencas renais, desordens
metabdlicas), dieta e exercicio extenuante, podem ser associadas com aumento de AU
plasmatico, introduzindo, assim, um outro possivel fator confundidor na medida de atividade
antioxidante do plasma (MAESAKA et al., 1998; MAXWELL et al., 1993; YAMASHITA et al.,
1986). Estudos relatam que 60% da capacidade antioxidante do plasma se deve aos niveis
sericos de AU e em pacientes com SM, com elevacéo do AU, poderia se verificar um falso
aumento da capacidade antioxidante do plasma (SKALICKI et al., 2008). Diante da
possibilidade do AU plasmatico exercer um efeito antioxidante, torna-se necesséaria a
correcdo dos valores obtidos no método de avaliacdo da capacidade antioxidante total do
plasma (TRAP) pelos valores de AU plasmatico, como relatado em estudos prévios
(VENTURINI et al., 2012; SIMAO et al., 2012).

A excrecao de AU ocorre por meio de duas vias, pelas bactérias intestinais
que degradam aproximadamente 1/3 do AU, pela uricélise intestinal e pelo rim, este € o
principal regulador da homeostase, responsavel por mais de 70% da excrecao (GIORGIO et
al, 2015; LIPKOWITZ, et al, 2012). A andlise de urato pode ser realizada em soro ou em
plasma pelo método enzimético automatizado, utilizando reagentes comerciais por meio da

diminuicao da absorbancia apos tratamento com uricase (VASCOLCELOS et al. 2007).

1.4 Estresse oxidativo e infeccdo pelo HIV

Estudos tém demonstrado o envolvimento do EO e a diminuicdo das
defesas antioxidantes em pacientes infectados pelo HIV-1. A sinalizacdo do estado redox &
um dos principais mecanismos que regulam a replicagdo do HIV-1, a disfuncdo imune e o
desenvolvimento de doenca (PERL et al, 2000).

A producdo excessiva de ERO, como anion superoxido, radical hidroxil e
peréxido de hidrogénio, pode estar relacionada com aumento da ativacdo dos leucdcitos

polimorfonucleares durante a infec¢cdo pelo HIV (DAS et al., 1990) ou influenciados pelo
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efeito pré-oxidante do TNF-a produzido pelos macrofagos ativados durante o curso da
infeccdo pelo HIV-1 (DAS et al, 1990; WONG et al, 1991; BUTTKE et al., 1994). Outra fonte
de ERO pode ser a proteina transativadora de replicacéo viral (Tat) que é secretada pelas
células infectadas pelo HIV-1, que induz a geracdo mitocondrial de ERO e é capaz de ativar
as caspases (KRUMAN et al., 1998). Foi proposto que a apoptose iniciada pelo EO é a
causa direta da perda de linfocitos em pacientes infectados com HIV-1 (MOLLACE et al.,
2002, JAWOROWSKI et al., 1999, SEVE et al., 1999, KRUMAN et al., 1998).

Além disso, a terapia com ARVs aumenta a oxidacdo de proteinas, bem
como o nivel de EO ja presente na infeccao por HIV-1 (NGONDI et al., 2006). Um aspecto
do papel das ERO na patogénese do HIV-1 é o efeito modulador positivo na ativacdo da
resposta imune, importante tanto na erradicacdo da infeccdo viral, quanto na leséo celular
induzida pela resposta imune (SCHWARZ, 1996).

A infeccdo pelo HIV-1 provoca uma inflamagdo cronica que é
demonstrada pelos niveis plasmaticos elevados de citocinas proinflamatérias e
inflamatdrias, quimiocinas e ERO em individuos HIV-1 soropositivos (ISRAEL et al.,1997).
As ERO atuam como segundo mensageiro para a ativacdo do fator nuclear de transcricdo k
B (NF-kB) que aumenta a replicacdo do HIV-1 (PYO et al, 2008). NF-kB é um fator nuclear
gque, quando ndo estimulado, se encontra no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria, o
IkB. Diversos estimulos extracelulares como o glutamato, citocinas proinflamatérias (IL-1,
TNF-a), peptideo B-amiléide, proteina precursora amildide secretada e neurotrofinas
causam a fosforilagdo do IkB, que pode ou ndo ser mediada pela enzima IkB quinase
(GLEZER et al., 2000). A fosforilagdo do IkB libera o NF-kB que pode translocar para o
nucleo e se ligar ao DNA e, assim, induzir a transcricdo dos genes do HIV-1 (PYO et al,
2008; GLEZER et al., 2000).

A ativagdo dos fagdcitos induzida pelo HIV-1 esta associada com EO, ndo
s6 porque as ERO sdo produzidas, mas também pelo fato de que os fagdcitos ativados
podem produzir citocinas pré-oxidantes, tais como TNF-a e IL-1, que promovem a absorcéo
de ferro pelo sistema monocitario-macrofagico. TNF-a é sintetizado pelas células infectadas
do hospedeiro, produz efeitos pré-oxidantes na mitocéndria e inibe a respiracdo mitocondrial
(SCHULZE-OSTHOFF et al., 1992). Outra citocina que estd envolvida no EO € a IL-1.
Monécitos ativados produzem IL-1 que estimula neutréfilos para liberar proteinas
lisossomais, incluindo lactoferrina. Esta proteina liga-se rapidamente ao ferro e este
complexo se acumula no sistema monocitario-macrofagico. Se o ferro acumulado excede a
sua capacidade de ligacdo com a ferritina, o ferro ndo ligado exerceria agdo pré-oxidante por
interagir com o superoéxido via reagdo de Fenton e produzir radicais hidroxila (HALLIWELL et
al., 1999).
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Aukrust e colaboradores (1999) demonstraram que, durante a HAART, a
diminuicdo da CV do HIV-1 e o aumento da contagem de células T CD4" sdo
acompanhados por uma melhora no status redox da GSH e um aumento nos hiveis de
vitaminas antioxidantes. No entanto, a HAART nao foi capaz de normalizar, totalmente,
estes pardmetros. Estudos in vitro demonstraram que amostras de pacientes infectados
pelo HIV-1 que receberam suplementacdo com GSH e foram estimuladas com anti-CD3
apresentaram aumento da proliferacdo de células T CD3" e supressdo espontanea da
liberacdo de TNF-a pelas células sanguineas polimorfonucleares (AUKRUST et al., 1999).

Pacientes com HIV-1 apresentam diminuicdo nos niveis das vitaminas C e E
guando comparados com individuos sem a infeccdo (TREITINGER et al., 2000, ALLARD at
al.1998). Estes achados sugerem que o aumento do EO contribui para a patogénese da
infeccdo pelo HIV-1 e que a intervengdo terapéutica com compostos antioxidantes poderia
ser benéfica, uma vez que poderia contribuir para a normalizacdo destes parametros
(AUKRUST et al., 1999).

Varios estudos tém demonstrado que individuos infectados pelo HIV-1,
tanto adultos como criangas, apresentam maiores niveis de MDA quando determinados pelo
método de TBARS (LOPEZ et al., 1996; MALVY et al., 1994). Um estudo realizado por
Stephensen e colaboradores (2005) avaliou a associacdo entre a infeccdo pelo HIV-1, a
gravidade da doenca, a ativacdo do sistema imune e o0 EO em 265 pacientes infectados pelo
HIV-1 e em 127 individuos sem esta infeccdo. Os autores utilizaram dois marcadores de EO,
a determinacdo de MDA por HPLC e a dosagem de proteinas carbonilicas. Individuos
infectados pelo HIV-1 ndo apresentaram maiores niveis destes dois marcadores quando
comparados aos individuos sem infeccdo, embora os niveis destes marcadores se
correlacionaram com o uso da terapia ARV. Os autores atribuem essa diferenca ao uso da
metodologia de HPLC que € mais sensivel e especifica que o método de TBARS.

O EO desempenha um papel importante no aparecimento da deméncia.
A comorbidade HIV-deméncia tem sido demonstrada em associa¢cdo com EO pelo aumento
da peroxidacgao lipidica e proteica no cérebro e no fluido cerebrospinal (POCERNICH, 2005).

A replicacdo ativa do HIV-1 em macrofagos e em micrdglia representa um
reservatorio para o virus e um passo importante para a neuropatogénese e este processo
leva a producédo de produtos inflamatorios e radicais livres (MOLLACE et al., 2001).

A proteina Tat do HIV-1 diminui a concentracdo de GSH intracelular e
aumentar o EO nas células endoteliais do cérebro (TOBOREK et al, 2003). GSH é o maior
antioxidante citosolico, tem um papel importante na barreira hematoencefalica e na protecao
do cérebro contra o EO e radicais livres (AGARWAL et al, 1999; VANELLA et al. 1993). A

proteina Tat induz a morte neuronal por apoptose por meio de inducdo de TNF-a e ativacado
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via EO (NEW et al., 1998; SHI et al., 1998). A injecdo de Tat em ratos mostrou elevacéo das
proteinas carbonilicas, fator importante no mecanismo de neurotoxicidade (AKSENOV et al.,
2001). Além de Tat, a glicoproteina gp120 do HIV-1 é capaz de produzir ERO nas células
da glia levando a neurodegeneracdo e apoptose (ISRAEL, et al.,, 1997). Além disto, a
proteina viral R (Vpr) do HIV-1 induz a formacdo de ERO em neurdnios, macrofagos e
microglia (HOSHINO et al, 2010; ROM et al, 2009; SABBAH et al., 2005). O acumulo de
ERO resulta na producdo de quantidades abundantes de perdxidos e radicais livres que
afetam a funcdo neuronal e, quando o estimulo de inducdo de oxidacdo € mantido durante
um periodo prolongado, conduzem a morte das células por meio de danos no DNA
(FERRUCCI et al, 2011). Em adi¢éo, a promoc¢ao de EO provoca a ativagao viral em células
da micrdglia, o que leva a um aumento da liberacdo de particulas virais e, eventualmente, a
Vpr (FERRUCCI et al, 2011). Portanto, Vpr extracelular pode induzir um ciclo vicioso, o que
afeta diretamente os neurdnios e induz a produgéo viral e liberacdo de Vpr em microglia,
gue também exercem impacto na funcao neuronal (FERRUCCI et al, 2011).

Outra molécula de regulacdo redox, a tioredoxina (TRX), & também
transitoriamente subrregulada nas células por infec¢do aguda por HIV-1. Em contraste, os
niveis plasmaticos de TRX sado elevados na fase tardia da infeccdo por HIV-1. GSH
intracelular e TRX plasmatica podem ser biomarcadores para prever o prognoéstico da
doenca. N-acetilcisteina (NAC), um pro-farmaco de cisteina, aminoacido necessario para a
sintese de GSH, tem sido utilizada no tratamento da infeccado pelo HIV-1 para impedir a
ativacdo do NF-kB e da replicacdo do HIV-1. NAC apresenta alguns efeitos benéficos para
individuos infectados pelo HIV-1, embora os niveis intracelulares de GSH em linfécitos nédo
sao significativamente restaurados (NAKAMURA et al, 2002)

Diferentes processos parecem desencadear a apoptose em linfécitos T
CD4", incluindo a proteina viral, secrecdo inapropriada de citocinas inflamatérias por
macroéfagos ativados e toxinas produzidas por micro-organismos oportunistas. EO também
pode induzir a apoptose; portanto, pode-se supor que o EO poderia participar na apoptose
de células T CD4" observada na aids (REPPETO et al., 1996). As evidéncias sugerem que
os pacientes infectados pelo HIV-1 estdo sob EO cronico (PEREZ-MATUTE et al., 2013).
Este efeito é subsequente ao esgotamento das defesas antioxidantes endégenas e a um
aumento da producdo de ERO (revisado por REICHE et al.,, 2014). A observagcdo de
multiplas interacdes entre patdégenos, ERO e o HIV-1 tem chamado a aten¢do para a
possibilidade de que estas interacdes podem desempenhar um papel na patogénese de
muitos outros virus (REICHE et al., 2014).

Um estudo demonstrou diminuicdo da expressdao de RNA mensageiro

(mRNA) da iINOS e os niveis de NO® em células mononucleares do sangue periférico de
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pacientes HIV-1 infectados tanto in vivo como in vitro (CAIROLI et al., 2008). Os baixos
niveis de NO" foram implicados na ativacdo e proliferacdo de linfécitos (BARBUL et al.,
1990). Doadores de NO' como o nitroprussiato de s6dio e, em menor grau, 0 NO" gasoso,
aumentam a captacao de glicose em linfocitos (um evento precoce durante a ativacédo de
linfécitos), estimulam a producédo de TNF-a e a transcricdo do NF-kB e melhoram a atividade
de tirosina-quinase, p56, que estd implicada na sinalizacdo de linfécitos (LANDER et al.,
1993). Paradoxalmente, concentracdes elevadas de NO' que podem ocorrer durante a
ativacdo de macroéfagos, suprimem a atividade das células apresentadoras de antigenos e
proliferacdo de células T (HOLT et al., 1993).

Além disso, dados demonstram que a disfuncédo e o dano vascular estdo
associados com alteracdo da funcdo e do metabolismo de NO' endotelial. Portanto, o NO’
derivado de INOS medeia a resposta inflamatéria e tem sido demonstrado causando
disfuncédo vascular em modelos experimentais (GUNNETT et al., 2003). Os niveis de NO’
obtidos em pacientes infectados pelo HIV-1 sdo controversos. Groeneveld et al. (1996)
demonstraram que as concentracdes de nitrato no soro sdo mais elevadas em pacientes
HIV-1-infectados assintomaticos do que em individuos saudaveis. Além disso, 0 aumento da
producdo de NO" foi correlacionada com CV e ativagdo de fagécitos mononucleares em
pacientes com HIV-1. Torre et al. (1996a, 1996b) mostraram que a producdo de NO" é maior
em doentes com aids e com infec¢cdo oportunista, enquanto que as concentragdes de nitrito
foram normais em pacientes assintomaticos. Estes autores também confirmaram o aumento
da producédo de NO" e de IL-18, TNF-a e IFN-y no soro de crian¢cas com infeccdo por HIV-1
e postularam que o aumento na concentracdo destas citocinas pode representar uma
estimulacdo significativa na producao de NO°. Zangerle et al. (1995) observaram altas
concentracdes de nitrito e nitrato em 39 pacientes com aids sem infec¢cdes oportunistas,
especialmente em pessoas com baixa contagem de células T CD4", enquanto que em
pacientes assintomaticos, ndo verificam este aumento. No entanto, um estudo anterior
mostrou que a formacédo de nitrato enddégeno estaria inalterada em oito pacientes com aids,
a maioria dos quais tinha infecces oportunistas (EVANS et al., 1994).

Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo quando estes
resultados, aparentemente controversos, sdo discutidos, incluindo o fato de que o EO foi
avaliado em individuos infectados pelo HIV-1 que diferiam no curso clinico da doenga e na
presenca ou auséncia de infeccdes oportunistas. Aumento na producdo de NO’ pode ndo
ser observado devido ao consumo de NO' por parte do EO. Portanto, estudos adicionais séo

necessarios para confirmar estes resultados obtidos anteriormente.



35

1.5 Sindrome metabdlica

1.5.1 Conceito

A SM tem sido alvo de muitos estudos nos Ultimos anos, considerada uma
doenca complexa, com alto custo sécio-econdmico e responsavel por uma epidemia mundial
(KASSI et al., 2011).

A definicdo de SM tem sua origem em 1923, quando Kylin descreveu uma
sindrome que envolve hipertensao, hiperglicemia e hiperuricemia (KYLIN, 1923). Na década
de 1940, foi sugerida, pela primeira vez, a importancia da obesidade abdominal e
distribuicdo de gordura como um fenoétipo frequente em individuos com DCV, diabetes
mellitus tipo 2 e hipertensédo (GAAL et al., 2008). Em 1965, Avogaro e colaboradores, em
uma reunido anual apresentada na European Association for the Study of Diabetes,
descreveram uma sindrome que compreendia hipertensdo, hiperglicemia e obesidade
(AVOGARO et al., 1965). Este campo de pesquisa avan¢ou significativamente apds 1988,
gquando Gerry Reaven introduziu o termo “Sindrome X", definida como um conjunto de
fatores de risco cardiovasculares, tais como hipertensdo arterial, intolerancia a glicose,
elevacdo de triglicérides e baixas concentracBes de colesterol de lipoproteina de alta
densidade (high-density lipoprotein cholesterol/HDL-C) (REAVEN, 1988). Sua principal
contribui¢do foi a introdug&o do conceito de resisténcia a insulina (RI) (REAVEN, 1988).

Em 1989, Kaplan rebatizou como a sindrome de “O Quarteto Mortal’
(obesidade, intoleréncia a glicose, hipertrigliceridemia e hipertenséo) (KAPLAN, 1989). Em
1992, foi novamente rebatizada de “Sindrome da Resisténcia a Insulina” (HAFFNER et al.,
1992). Atualmente, o termo mais bem estabelecido é “Sindrome Metabdlica”, que representa
uma combinacdo de fatores determinantes de risco cardiovascular, incluindo a obesidade
(especialmente adiposidade central), intolerancia a glicose e RI, dislipidemia (incluindo
hipertrigliceridemia, aumento de acidos graxos livres e diminuicdo do HDL-C) e hipertensao.
Mais recentemente, também tem sido associada a manifestacdes clinicas e laboratoriais,
como a sindrome de ovario policistico, aterosclerose, estado proinflamatério, EO e doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica (BRUCE et al., 2009).

A importancia da SM se deu pela constatacdo de sua relacdo com DCV e
diabetes mellitus tipo 2 (GRUNDY et al., 2004). Quando presente, esta relacionada a uma
mortalidade geral 1,5 vezes maior e mortalidade cardiovascular 2 vezes maior que na
populacdo saudavel (MOTTILLO et al., 2010).

Desde entdo, muitas organizacBes internacionais e grupos de

pesquisadores, tais como World Health Organization (WHO), the European Group for the
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study of Insulin Resistance (EGIR), the National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel 1l (NCEP:ATPIII), the American Association of Clinical Endocrinology
(AACE), The International Diabetes Federation (IDF) e The American Heart
Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI), tém tentado incorporar

todos os diferentes parametros usados para definir a SM.

1.5.2 Sindrome metabdlica e infec¢éo pelo HIV

A infeccdo pelo HIV e tratamento com ARVs pode levar a DCV por meio de
varios mecanismos fisiopatolégicos (em conjunto com fatores ambientais e genéticos). H&
uma interagdo muito complexa de varios fatores relacionados. Dentre eles, o HIV e ARVs
apresentam efeitos diretos no tecido adiposo e funcdo hepatica com dislipidemia
subsequente, lipodistrofia e RI. Outro impacto direto inclui efeitos sobre as células
endoteliais e células do musculo liso vascular que conduzem a disfungé@o endotelial vascular
e hipertensdo com subsequente aterosclerose e infarto do miocardio. A ativacdo imune
continua e a replicacao viral podem levar a uma ativacdo permanente de células T que
também pode ser afetada por uma reativacdo de outros virus. ARV e HIV podem também
estimular um estado crénico de inflamacdo e ter uma complexa interacdo com fatores de
coagulacdo. Estas vias sao interrelacionadas e mediam os efeitos indiretos do HIV e ARV na
DCV (Figura 1).

E inquestionavel o sucesso da HAART, mas inumeros trabalhos ja
comprovam o0 aumento substancial da prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2, RI,
redistribuicdo de gordura, hipertensao e dislipidemia como efeitos adversos a esta terapia
(BARBARO, 2006).

A prevaléncia de SM em pacientes infectados pelo HIV-1 varia de 11,4 a
45,4% nos diversos estudos (PAULA et al.,, 2013). Jantarapakde e colaboradores (2014)
relataram uma prevaléncia de SM de 15,9% em pacientes virgens de tratamento (naive) e
24,9% em pacientes tratados com ARVs. Dois padrdes de dislipidemia s&o fatores de risco
para a DCV; o primeiro estd relacionado com um aumento do LDL-C, geralmente por
predisposi¢do genética, e 0o segundo estd relacionado com aumento da concentracdo de
triglicerideos e diminuicdo do HDL-C, que tem sido comumente encontrado em pacientes
com outras alteragfes metabdlicas como obesidade central, diabetes mellitus e hipertenséo
(KOTLER, 2008; SAMARAS et al., 2007).

Estudos clinicos tém revelado que o uso prolongado de HAART e
combinacdo de ITRN e IP estdo associados a lipodistrofia e alteracbes metabdlicas
(GOUGEON et al., 2004). As trés classes de ARVs que incluem ITRN, ITRNN e IP estédo
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associadas a sindrome lipodistréfica. Porém, a utilizacdo dos IP parece ser mais fortemente
associada com o acumulo de gordura visceral e com componente da SM caracterizada pelo
aumento dos niveis de triglicerideos, lipoproteinas ricas em triglicerideos e RI, com base na
observacao de que estas alteracfes metabdlicas tém sido encontradas apds uma exposi¢ao
de curta duracdo a IP em voluntérios saudaveis (NOOR et al. 2001; PURNELL et al., 2000)
e apoés a introducdo dos IP em pacientes infectados pelo HIV (RAKOTOAMBININA et al.,
2001; VIGOUROUX et al.,1999). Por outro lado, os ITRN tém um papel importante na perda
de massa de gordura periférica (SAINT-MARC et al.,1999) e parecem ter menos efeito sobre
o0 metabolismo lipidico e a sensibilidade a insulina (RAKOTOAMBININA et al., 2001).

As drogas IP tém como alvo catalitico a regido da protease do HIV-1 que é
homdloga com as regides de duas proteinas humanas que regulam o metabolismo dos
lipideos, a proteina CRABP-1 e da LRP (CARR et al., 1998). Especula-se que os IP se ligam
a esta regido homdloga dentro CRABP-1 e assim inibem a ligagdo do &cido retindico,
resultando na diminuicdo da producdo do cis-9-retindico que levaria a uma reducdo da
atividade do receptor X retindico e, como consequéncia, a reducdo da diferenciacdo e
aumento da apoptose dos adipoécitos. Ambas as circunstancias levam a hiperlipidemia,
reduzindo os estoques de triglicerideos e liberagéo de lipideos para a circulacdo (CARR et
al., 1998). Outro mecanismo seria a inibicdo do citocromo P4503A que é responsavel em
converter o acido retindico em cis-9-retindico (CARR et al., 1998). Também temos o
mecanismo da LRP, que € um receptor importante para o clearence de quilomicrons e é co-
expressada no endotélio capilar como lipase lipoprotéica (LPL) (CARR et al., 1998). O
complexo LPL-LRP cliva os &cidos graxos da circulacdo em triglicerideos, permitindo a
entrada de acidos graxos livres nos adipdcitos para armazenamento de gordura (CARR et
al., 1998). Os IP inibem o complexo LPL-LRP, levando a obesidade central, gordura nas
mamas e RI (CARR et al., 1998).

No entanto, estudos posteriores mostraram que a infec¢éo pelo HIV-1, por
si sO, esti associada com estas alteragbes metabdlicas, especialmente com a diminuigdo
dos niveis séricos do HDL-C, elevagdo dos triglicerideos e elevagédo da pressdo sanguinea
(RACHID et al., 2008; BONFANTI et al., 2010).

Outros fatores biolégicos, como a inflamacéo, sao fatores de risco para a
DCV. Muitos autores tém sugerido que a infec¢do pelo HIV-1 ndo tratada € um exemplo de
inflamacdo crbnica que pode ocasionar aterosclerose (KOTLER, 2008). A infec¢do pelo
HIV-1, por si sé, é um fator de risco para DCV (ADEYEMI et al., 2008). As complicacdes
metabdlicas aumentam os riscos de DCV em pacientes com infeccdo pelo HIV-1. No
entanto, tanto na populacdo em geral como em pacientes com HIV-1, a DCV é um processo

multifatorial, no qual incluem os farmacos ARVs, fatores genéticos, ambientais e o préprio
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HIV-1 (AMADO et al., 2007).

A relacdo entre o grau de RI e niveis do receptor solavel do TNF-a
(STNFR) sugere que um estimulo inflamatério pode contribuir para o desenvolvimento de
lipodistrofia associada ao HIV-1 (MYNARCIK et al., 2000). O TNF-a ativa a enzima 11-beta-
hidroxiesteréide-desidrogenase que converte cortisona em cortisol. A atividade desta enzima
€ mais elevada em gordura visceral em compara¢do com gordura subcutanea. A gordura
visceral é capaz de produzir cortisol, localmente, que poderia atuar nos adipocitos
aumentando o acumulo de lipideos (GOUGEON et al., 2004). Além disso, a diminui¢cdo na
expressao de leptina e adiponectina, que pode resultar na diminuicdo da diferenciacdo de
adipécitos, também contribui para a Rl (JAN et al., 2004).

A Figura 1 apresenta os mecanismos fisiopatolégicos da doenca
cardiovascular em individuos infectados pelo HIV-1
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Fisiopatologia da DCV em individuos infectados pelo HIV

Dislipidemia, lipodistrofia, RI
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Disfungéo hepética
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Figura 1 — Fisiopatologia da doenca cardiovascular em individuos infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana

Legendas: DCV: Doenga cardiovascular; HIV: Virus da imunodeficiéncia humana; RI: Resisténcia a insulina; ART: Terapia
antirretroviral; hs-CRP: Proteina C Reativa de alta sensibilidade; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; IL-6: Interleucina 6;
sCD14: CD14 soluvel; sCD163: CD163 soluvel; LPS: Lipopolissacarideos; F VII: Fator VII; PPARy: Receptor gama de
proliferador de peroxissoma ativado; HDLc: Colesterol de lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos; VLDL:
lipoproteinas de densidade muito baixa; PAI-I: Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; FFA: Acidos graxos livres; ROS:
Espécie reativa de oxigénio; RAS: Sistema renina angiotensina; NO: Oxido nitrico; VCAM-1: Molécula de adesdo celular
vascular tipo 1; CMV: citomegalovirus

Fonte: HEMKENS; BUCHER (2014).
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1.6 Estresse oxidativo e niveis de adiponectina na SM

O EO é importante fator na patogénese da SM, em especial, nas
manifestacdes de RI, alteracbes na insulinemia, hiperglicemia, disfuncdo endotelial,
dislipidemia e obesidade (FERREIRA et al., 2012). O peréxido de hidrogénio prejudica a
sinalizacdo de insulina e inibe o transporte de glicose, duas caracteristicas da Rl (KEANEY
et al., 2003). Além disso, a propria insulina promove a geracéo de hidroperéxido em células
gordurosas, 0 que sugere que o EO é o principal mecanismo de Rl com hiperinsulinemia
cronica (KEANEY et al, 2003).

Evidéncias tém demonstrado que o EO pode desencadear a SM pelo
desenvolvimento da Rl (URAKAWA et al., 2003; ANDO et al., 2009). Elevacdo da ERO
promove liberagdo de acidos graxos livres e desregulagdo das adipocitocinas no tecido
adiposo; além disso, diminui a absorcdo de glicose no figado e musculo esquelético
(ABDILLA et al.,2007).

Adipécitos regulam muitos processos fisioldgicos por meio da secrecao de
adipocinas e, em particular, a adiponectina pode ser a chave para a manutencdo da saude
global (PEPPING et al., 2014, ROCHA et al., 2008), uma vez que dados experimentais e
epidemiolégicos sustentam a importancia da adipocina na fisiologia metabdlica e
neurolégica (PEPPING et al., 2014).

A adiponectina é um hormdnio secretado, principalmente, pelo tecido
adiposo e desempenha um papel importante em distdrbios metabdlicos, tais como
obesidade, diabetes tipo 2, doencas arteriais coronarianas e sindrome metabdlica, por atuar
na melhoria da sensibilidade insulinica (HARA et al., 2005; KIM et al., 2007; SIMPSON;
SINGH, 2008) e por apresentar propriedades anti-inflamatorias e anti-aterogénicas (HARA et
al., 2005; AHMADIZAD; HAGHIGHI; HAMEDINIA, 2007; SIMPSON; SINGH, 2008).

O gene da adiponectina esta localizado no cromossomo 3927, um locus
que foi recentemente associado com a susceptibilidade a diabetes e SM (KISSEBAH et al,
2000, VIONNET et al, 2002) e codifica para um polipeptideo de 244 aminoacidos (NAKANO
et al.,, 1996). Em termos de fisiologia, a adiponectina demonstrou estar envolvida na Rl e
inflamacdo vascular, atuando como um modulador enddgeno de resposta inflamatoria
endotelial (KETLOGETSWE et al., 2014). Também apresenta propriedades neuroprotetoras
e vasculoprotetores (CHEN et al., 2009, JUNG et al., 2006, OUEDRAOGO et al., 2007).
Baixos niveis de adiponectina plasmatica podem prever o comprometimento cognitivo
(KAMOGAWA et al., 2010) e a diminuicdo do volume do hipocampo (MASAKI et al., 2012).
Em pacientes infectados pelo HIV, os niveis séricos de adiponectina estdo diminuidos
(VELOSO et al., 2012, KINLAW et al., 2004, ADDY et al., 2003) e a hipoadiponectinemia
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correlaciona-se com disfuncéo cognitiva em ratos tratados com ARV (GUPTA et al., 2012).
Estas observacdes sugerem que a terapia de substituicdo com adiponectina poderia corrigir
a disfuncdo metabdlica e manter o desempenho neurolégico no contexto da terapia de ARV
crbnica (PEPPING et al.,, 2014). No entanto, terapias a base de adiponectina ndo estdo
disponiveis atualmente, provavelmente devido a dificuldades em converter o tamanho

completo da proteina adiponectina numa droga viavel (PEPPING et al., 2014)

2 JUSTIFICATIVA

De acordo com os relatos da literatura, fica evidente a importancia do
estudo das alterag6es metabdlicas e do EO associados a SM em pacientes infectados pelo
HIV-1, situacbes que tém como etiologia a interacdo entre diferentes fatores genéticos e
ambientais. O estudo das altera¢gdes metabolicas e do EO em individuos infectados pelo
HIV-1 atendidos em servicos especializados de salude de Londrina, Parand, e a sua
associagdo com o uso de HAART por estes pacientes, podera contribuir para o melhor
entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos da infeccdo pelo HIV-1, além de
proporcionar uma reavaliacdo das medidas de controle e manejo dos pacientes que vivem
com HIV/aids em nossa populacdo. InformacBes sobre estas alteracbes metabdlicas e do
EO poderéo contribuir para a caracterizacdo de um perfil de marcadores que possam ser
utilizados na identificacdo de individuos que teriam maior chance de apresentar a SM e, com
isto, DCV, um dos efeitos adversos da ARV e da infec¢ao crbénica pelo HIV-1.

Os resultados obtidos neste estudo poderdo, também, indicar a relevancia
da inclusdo da avaliagdo de marcadores do EO em individuos infectados pelo HIV-1 na
rotina laboratorial e os pacientes poderiam ser beneficiados com estratégias diferenciadas
como o monitoramento clinico e laboratorial em intervalos menores de tempo em pacientes
com HAART.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da SM e da terapia com antirretrovirais no EO e niveis de

adiponectina em pacientes infectados pelo HIV-1
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3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Determinar as caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas e laboratoriais

de pacientes infectados pelo HIV-1 com ou sem SM, usando ou ndo a terapia ARV,

3.2.2 Avaliar os marcadores do EO em pacientes infectados pelo HIV-1 com ou sem SM

usando ou ndo a terapia ARV;

3.2.3 Avaliar os marcadores laboratoriais da progressdo da infeccdo em pacientes

infectados pelo HIV-1 com ou sem SM, usando ou néo a terapia ARV,

3.2.4 Descrever os mecanismos do estado redox e suas implicacdes clinicas em pacientes

infectados pelo HIV-1 e aids.
4 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi realizado de acordo com as orientacdes da Declaracéo de
Helsinki e do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade de
Londrina que aprovou todos os procedimentos previstos no estudo (anexo A). ApoOs o
convite e serem totalmente esclarecidos sobre o estudo, foi obtido o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de todos os individuos (anexo B).

4.2 Delineamento

Realizou-se um estudo descritivo, transversal e prospectivo, no periodo de setembro
de 2010 a margo de 2011.

4.3 Populagdo

A populacgéo foi constituida de pacientes infectados pelo HIV-1 de ambos 0s sexos,
maiores que 18 anos de idade, atendidos no Centro Integrado de Doencas Infecciosas

DST/Aids da 172 Regional de Saude do Estado do Parand, com sede em Londrina, e no



43

Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina.

O diagnéstico da infecgdo pelo HIV-1 foi realizado de acordo com a Portaria n°.
151 de 14 de outubro de 2009 do Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude
(BRASIL, 2009) e os critérios de definicdo de casos de aids em adultos e criancas conforme
0 Manual do Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Programa Nacional de
DST e Aids (BRASIL, 2004).

4.4 Calculo Amostral

O célculo do tamanho da amostra foi realizado no Programa STATCALC do EPI
INFO versdo 6.04d (DEAN et al., 1995), considerando-se a prevaléncia média de 20%
(JANTARAPAKDE et al., 2014) das alteracges lipidicas e SM na populagdo de pacientes

infectados pelo HIV-1 com erro de 5% na estimativa e intervalo de confianga (IC) de 95%.

45 Amostra

A amostra foi obtida de forma consecutiva, por conveniéncia de tempo e local.
Foram inseridos 285 pacientes infectados pelo HIV-1, alocados em dois grupos controlados
pela idade, sexo e etnia, sendo 284 pacientes com SM e 101 pacientes sem SM.

Posteriormente, para verificar os efeitos da utilizacdo de ARV e a presenca de SM
sobre os marcadores laboratoriais, de EO e paradmetros relacionados a progressao da
doenca, os pacientes infectados pelo HIV-1 foram alocados em quatro grupos, também
controlados pela idade, sexo e etnia, como se segue:

Grupo 1 (G1): Pacientes sem SM que ndo estavam usando ARV (SM-ARV-);

Grupo 2 (G2): Pacientes sem SM usando ARV (SM-ARV+);

Grupo 3 (G3): Pacientes com SM que nao estavam usando ARV (SM+ARV-);

Grupo 4 (G4): Pacientes com SM usando ARV (SM+ARV+).

As informacgBes sobre os dados demogréficos, fatores de estilo de vida e
histéria médica foram obtidas por meio de uma avaliagdo clinica com a aplicacdo de um
guestionario (Anexo C). A duracdo da doenca e terapias utilizadas foram registradas para
cada paciente. Os participantes relataram ndo estarem em uso de dieta especifica, ndo
consumirem alcool regularmente e fumo. Os participantes do estudo ndo estavam em uso
de terapia de reposicdo hormonal, medicamentos para tratamento da hiperlipidemia,
hiperglicemia ou suplementos antioxidantes. Os pacientes que estavam em uso de

medicamentos anti-hipertensivos ndo foram excluidos por razdes éticas e foram autorizados
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a continuar o uso da mesma dose dos medicamentos previamente prescritos.

4.6 Critérios de Definicdo de Sindrome Metabdlica

A SM foi definida de acordo com os critérios do NCEP-ATP Ill revistos e
atualizados em 2005 pelo consenso da AHA/NHLB1 (GRUNDY et al., 2005). Os
componentes da SM, segundo o NCEP-ATP llI, utilizados foram:

1. Niveis de obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal: homens = 102
cm e mulheres = 88 cm;

2. Hipertrigliceridemia = 150 mg/dL;

3. Niveis baixos de HDL-C: homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL;

4. Hipertensdo arterial = 130 mmHg para pressao arterial sistélica ou = 85 mmHg para
pressao arterial diastolica;

5. Hiperglicemia avaliada de acordo com a glicemia de jejum = 100 mg/dL.

4.7 Determinacdes Antropométricas e Afericdo da Pre  ssao Arterial

O peso corporal foi medido com aproximacdo de 0,1 quilograma (kg)
utilizando uma balanca eletrdnica, com os individuos vestindo roupas leves, sem sapatos e
no periodo da manha. A altura foi medida com uma aproximacéo de 0,1 centimetro (cm) por
meio de um estadibmetro. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado como peso (kg)
dividido pela altura (m) ao quadrado. A circunferéncia abdominal foi mensurada e expressa
em cm. Trés afericdes de presséo arterial foram realizadas com um intervalo de um minuto
com o paciente sentado. A média destas afericdes, expressas em mmHg, foi utilizada na

analise dos dados.

4.8 Marcadores Laboratoriais

Apoés jejum de 12 horas, os pacientes foram submetidos a coleta de
sangue venoso sem anticoagulante para a determinacdo dos niveis séricos de AU,
colesterol total, LDL-C, HDL-C e triglicerideos e, com anticoagulante fluoreto para
determinacdo de glicose. Os parametros foram avaliados utilizando-se um autoanalisador
bioquimico (Dimension® RxL Max, Sistema Integrado de Quimica, Newark, NJ, USA),
segundo as recomendaces e valores de referéncia do fabricante.

Os niveis séricos de insulina foram determinados por imunoensaio de QL
por microparticulas (Architect i2000®, Abbott Laboratério, Abbott Park, IL, USA), segundo as
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recomendacdes e valores de referéncia do fabricante.

Amostras de sangue periférico foram coletadas com anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para a determinacdo dos niveis plasméticos de
adiponectina, com reagentes comerciais por metodologia de enzimaimunoensaio (ELISA) de
sanduiche (Ready-Set-Go!®, e-Bioscience, San Diego, CA, USA).

O modelo da homeostase de avaliacdo da resisténcia a insulina (HOMA-
IR) foi utilizado como uma medida substituta da sensibilidade a insulina (HAFFNER et al.,
1997). A RI foi calculada segundo a formula descrita a seguir e considerada quando HOMA
>25.

HOMA-IR= insulina (mU/mL) em jejum x glicose (nmol/L) /22,5

4.9  Contagem de Linfécitos T

Amostras de sangue periférico foram coletadas com anticoagulante EDTA
para a contagem de linfocitos T CD45*, T CD3*, T CD4" e T CD8" pelo método de citometria
de fluxo (plataforma BD FACSCalibur® BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Os resultados

foram expressos em células/mm?®, segundo as recomendacdes do fabricante.

4.10 Determinacdo da Carga Viral Plasmatica de RNA -HIV-1

A quantificacdo do RNA do HIV-1 no plasma foi realizada por metodologia
de DNA branched (bDNA), utilizando-se a plataforma Sistems 340° bDNA Analyser
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY, USA), segundo as recomendactes

do fabricante. Os valores foram expressos como copias/mL e logio RNA do HIV-1.

4.11 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

Para avaliar o EO, amostras de sangue periférico foram coletadas
utilizando EDTA como anticoagulante. O material foi centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15
minutos e aliquotas do plasma foram armazenadas no freezer a -80°C até o momento de

uso.
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4.11.1 Determinacédo de hidroperéxidos lipidicos ini ciados por t-butil (CL-LOOH)

A avaliacdo da formacao de lipoperdxidos por QL foi efetuada em uma
adaptacdo da técnica descrita por Gonzales-Flecha e colaboradores (1991). A QL
estimulada por t-butil hidroperéxido (CL-LOOH) foi empregada para analisar a integridade
dos mecanismos de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e o0s niveis de lipoperdxidos
presentes no plasma. O teste baseia-se na premissa de que um aumento de QL esta
relacionado com um EO prévio sofrido pelo tecido, levando ao consumo das defesas
antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E, com formacdo de
lipoperéxidos, resultando em um aumento da emissdo de fotons. Foi utilizado um contador 3
(Beckman® modelo LS 6000, Fullerton, CA, USA) que possui um modelo de contagem n&o
coincidente por 30 segundos, com uma faixa de resposta entre 300 e 620 nM. As analises
foram efetuadas em frascos de plastico para cintilagdo e protegidas da luz. Os resultados
foram medidos em cpm (SIMAO, et al., 2010).

4.11.2 Capacidade antioxidante total do plasma ( total radical trapping antioxidant
parameter/ TRAP)

Determinou-se a capacidade antioxidante total do plasma por meio da
técnica do TRAP. Nesta andlise, avaliou-se a acdo cumulativa de todos os antioxidantes
presentes no meio que resulta em um parametro integrado capaz de revelar alteracdes no
delicado equilibrio redox existente in vivo (VASCONCELOS et al.,, 2007). Esta técnica
guantifica antioxidantes hidro e lipossollveis presentes no plasma, por meio de QL, como
descrito previamente por Repetto e colaboradores (1996). Baseia-se no principio da adi¢ao
de um azoiniciador ao plasma, substancia capaz de gerar radicais livres, que por sua vez,
sdo neutralizados pelos antioxidantes presentes no plasma, neste periodo a oxidacdo é
inibida e comparada ao produto comercial Trolox® (New Jersey, EUA), analogo hidrossoluvel
da vitamina E, usado como antioxidante de referéncia e quantitativamente relacionado a
capacidade antioxidante total do plasma. Os valores de TRAP foram expressos em pM
Trolox® (VASCONCELOS et al., 2007). Os valores de TRAP foram corrigidos pelos niveis
séricos de AU, segundo estudos prévios (VENTURINI et al. 2012; SIMAO et al., 2012) e os

resultados foram expressos pela razdo entre TRAP/AU.
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4.11.3 Determinacgéo de produtos avancados de oxidag  &o protéica (AOPP)

AOPP foram determinados em amostras de plasma utilizando o método
semiautomatico descrito por Witko-Sarsat e colaboradores (1998). AOPP resulta da
oxidacdo de residuos de aminodcidos, tais como tirosina, que conduzem a formacao de
ditirosina detectadas por espectrofotometria. As concentracbes de AOPP foram expressas

como micromoles por litro (umol/L) de equivalentes de cloramina-T.

4.12 Analise Estatistica

Para realizar a andlise estatistica das variaveis categoéricas, utilizou-se o
teste de qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher, quando apropriados, para comparar
pacientes infectados pelo HIV-1 com e sem SM e os dados foram expressos em numero
absoluto e porcentagem (%). Para as variaveis continuas, utilizou-se o teste de Mann-
Whitney para comparacédo dos grupos de pacientes infectados pelo HIV-1 com ou sem SM,
pois os dados ndo apresentaram distribuicdo gaussiana. Para comparacdo dos quatro
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-test de Dunn e os dados foram
expressos como mediana e interquartil (25%-75%). A correlacdo das variaveis foi realizada
utilizando-se o coeficiente de correlacéo de Spearman. A andlise estatistica foi realizada no
programa GraphPad Prism versédo 4.0 (GrahpPad Software, San Diego, CA, USA). Para
determinar se os fatores foram independentemente associados com a SM e ARV, as
variaveis que apresentaram p < 0,10 na andlise univariada e aqueles valores que
supostamente possuiam relevancia clinica foram incluidos na andlise de regresséao logistica
multivariada, avaliada por meio do software GraphPad Instant versdo 3.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Todos os resultados foram considerados significativos

quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram apresentados e discutidos em dois artigos cientificos.

5.1 Artigo 1: Role of metabolic syndrome and antire  troviral therapy in adiponectin

levels and oxidative stress in HIV-1 infected patie  nts

O artigo original foi aceito para publicagcdo em 17 de marco de 2014 na Nutrition (Elsevier),
com o titulo: Role of metabolic syndrome and antiretroviral therapy in adiponectin levels and
oxidative stress in HIV-1 infected patients. Morimoto HK, Simao AN, de Almeida ER, Ueda
LT, Oliveira SR, de Oliveira NB, Petenucci DL, Panis C, Cecchini R, Dichi I, Reiche EM.
Nutrition 2014;30 (11-12):1324-30. doi: 10.1016/j.nut.2014.03.017. Epub 2014 Mar 30.

5.2 Artigo 2: Redox-Driven Events in the Human Immu  nodeficiency Virus Type 1 (HIV-

1) Infection and their Clinical Implications

O artigo de revisdo foi aceito para publicacdo em 13 de marco de 2015 na Current HIV
Research, com o titulo: Redox-Driven Events in the Human Immunodeficiency Virus Type 1
(HIV-1) Infection and their Clinical Implications. Colado Sim&o AN, Victorino VJ, Morimoto
HK, Reiche EM, Panis C. Curr HIV Res 2015; Mar 13. [Epub ahead of print]
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6 CONCLUSOES

Os dados permitem concluir que pacientes infectados pelo HIV-1 com SM
exibiram hipoadiponectinemia e aumento do EO e que ndo foram influenciados pelo uso de
ARV. Além da adiponectina ter sido encontrada em menor concentracao nos pacientes com
SM, a concentracdo de produtos do EO e a capacidade antioxidante nos pacientes sem SM
foi mais frequente do que entre os pacientes com SM. O estudo sugere que SM e
inflamacdo podem ser o0s principais responsaveis pelo desenvolvimento da

hipoadiponectinemia e EO.

Infecc@o pelo HIV-1 leva ao EO e alteracdo do estado redox nas células do
hospedeiro, infectadas ou ndo pelo HIV-1. As EROs parecem exercer um forte efeito sobre a
progressao da doenca, ao passo que o NO pode afetar a capacidade do hospedeiro em
controlar a CV e os sintomas da doenca. As manifestacdes clinicas da infec¢cdo HIV/aids sdo
também dependentes do evento redox que € muito importante quando a doenca afeta o
SNC.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O restrito nimero de pacientes em cada grupo avaliado e a analise de uma
Unica amostra de cada paciente determinada pelo delineamento transversal podem ser as
principais limitacbes do presente estudo, uma vez que amostras seriadas poderiam
contribuir para uma melhor avaliacdo do papel do EO na evolu¢ao clinica dos pacientes com
HIV-1/aids e nas alteracbes dos marcadores analisados ao longo do tempo, assim como
definir melhor a natureza preditora de cada marcador avaliado. A liberacdo de citocinas e
adipocitocinas e outros marcadores inflamatorios e de EO sdo tempo-dependentes e como
uma unica amostra foi avaliada, alguns resultados podem ter sido influenciados pelo
delineamento do estudo.

Considerando estas limitacdes, os dados permitem concluir que pacientes
infectados pelo HIV-1 com SM exibiram hipoadiponectinemia e aumento do EO e que estas
alteracdes néo foram influenciadas pelo uso de ARV. O estudo sugere que SM e inflamagé&o
podem ser os principais responsaveis pelo desenvolvimento das altera¢cdes metabdlicas e
do EO observadas nesta coorte de pacientes infectados pelo HIV-1. No entanto, estudos
sdo necessarios com delineamentos longitudinais e/ou intervencionistas para verificar se
uma modificacdo na dieta alimentar e alteracbes no estilo de vida podem minimizar ou

mesmo corrigir a hipoadiponectinemia e o aumento do EO e, consequentemente, reduzir as
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complicacbes relacionadas a SM (como os riscos de DCV, diabetes mellitus tipo 2 e
disfuncéo lipidica) e progresséo da infeccao viral.

A infeccéo pelo HIV-1 leva ao EO e alteracdo do estado redox nas células
do hospedeiro. O EO parece exercer um forte efeito sobre a progressdo da doenca,
podendo afetar a capacidade do hospedeiro em controlar a replicacéo viral e os sintomas da
doenca. As manifestacfes clinicas da infec¢éo pelo HIV/aids sdo também dependentes dos
eventos redox; portanto, o conhecimento profundo sobre a biologia dos fenémenos
mediados pelo estado redox em HIV/aids pode contribuir para novas abordagens

terapéuticas no futuro.
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APENDICES
APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e ndo hesite em perguntar sobre qualguer divida que tenha.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de pesquisa com o
titulo “Avaliacdo das alterag6es metabolicas, do estresse oxidativo e do polimorfismo genético do
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR) em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), atendidos em Londrina e regido, Parand”, coordenado pela
professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche e com a participacado de outros docentes pesquisadores
da Universidade Estadual de Londrina. Cabe ao senhor (a) decidir se pretende participar ou nao.
Caso néo tenha condic8es de ler e/ou compreender as informacdes contidas neste termo, o0 mesmo
podera ser assinado e datado por um membro da sua familia ou responséavel legal.

Vocé esta tendo a opgédo de participar de uma pesquisa que tem o objetivo de saber quantos
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam alterag6es nos
niveis de gordura no sangue, se esta alteracdo € em decorréncia do uso de medicamentos
antirretrovirais e a analise de um fator genético associado as alteragcdes nos niveis de lipideos
(dislipidemias) como o gene do receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL), conhecido como o
“colesterol ruim”. Para participar do projeto, sera necessdria a coleta dos dados como peso, altura e
célculo do indice de massa corpérea (IMC = peso/altura®); circunferéncia abdominal e medida de
pressao arterial. Também sera necessaria a coleta uma pequena amostra de sangue para realizagédo
das provas bioquimicas (colesterol, glicose, insulina, acido Urico e avaliacdo do estresse oxidativo) e
genéticas (gene do receptor do LDL). A coleta dos dados e da amostra de sangue sera efetuada no
mesmo dia em que o senhor (a) serd atendido pelo servico especializado para a realizacdo dos
exames de rotina do monitoramento do seu tratamento. Ndo havera necessidade de agendar outros
dias para coletas especificas para este projeto de pesquisa.

Os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serdo mantidos sob sigilo e
somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do projeto, os participantes
serdo identificados por um nimero codificado que sera utilizado nas analises posteriores para garantir
a preservacdo da integridade do individuo, garantir o anonimato e evitar a quebra de
confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados seréo divulgados em forma de artigos cientificos
e comunicacdes em eventos cientificos, sempre mantendo o sigilo da identidade dos participantes e
as amostras de material bioldgico coletadas serdao descartadas em local apropriado de descarte de
material biolégico (sangue, soro, plasma e DNA) dos laboratérios envolvidos, seguindo as normas de
biosseguranca padronizada no Hospital Universitario.

Declara que estd completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa sera realizada,
ndo tenho nenhuma divida sobre sua natureza e os procedimentos, sem risco, aos quais sera
submetido. Declara também que esta ciente de que sua participagdo € voluntaria, de que sera
informado sobre os resultados dos exames realizados, de ndo tera nenhum 6nus e de que podera se
recusar ou abandonar a pesquisa em qualquer momento sem que haja penalizacao ou prejuizo algum
para seu atendimento e tratamento. Esta ciente também que o seu tratamento continuara sendo
conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou beneficio sera feito ao participante ou aos
familiares pela participacdo no presente estudo.
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Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condicdes acima
descritas, concordo voluntariamente a participar desse estudo.

Assinaturas
Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou compreender o conteddo deste TCLE)

Nome:
Assinatura:
Local e data: Londrina,

Profissional que obteve o TCLE
Nome:

Assinatura:

Local e data: Londrina,

Pesquisador responsavel: Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche
Endereco: Departamento de Patologia, Andlises Clinicas do Centro de Ciéncias da Saude, Hospital Universitario de Londrina.
Av. Robert Koch, 60, Vila Operaria, CEP 86038-440 Fone: 43-3371-2321 ou 43-3371-2670

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina  Fone: 43-3371-2490

APENDICE B — Questionario
FICHA DE AVALlA(;AO

Nome: Prontuario:
Data de nascimento: ( ) Branco () Negro
( ) Amarelo ( ) Pardo
Idade:
Telefone casa: Cel:
Medicamentos: Bebida Alcoolica
( ) ARV
( )Sim ( ) Naéo
( ) Regular () lIrregular
() 1vez (semana)
() 2vezes (semana)
() 3vezes (semana)
() mais de 3 vezes (semana)

Outras doencas:

Fumante: ( ) Sim ( ) Ndo Quantos

Peso

Altura

IMC

Pressao Arterial
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Circunferéncia Abdominal

Atividade Fisica: (

) 1vez

() 2 Vezes

(

) 3 Vezes ( )idMezes

Anexo A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

ANEXO

Envolvendo Seres Humanos
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Esradual de Londrina
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parané
Registro CONEP 268

Parecer PF N°. 264/09
CAAE N°, 0206.0.268.000-09 Londrina, 20 de abril de 2010.

FOLHA DE ROSTO N°. 306199

PESQUISADORA: EDNA MARIA VISSOCI REICHE
CCS/PAC

Prezada Senhora:

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parand” (Registro CONEP 268)—
de acordo com as orientagdes da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“AVALIAGAO DAS ALTERAGOES METABOLICAS DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO POLIMORFISMO
GENETICO DO RECEPTOR DE LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE (LDLR) EM PACIENTES
INFECTADOS PELOS ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (HIV-1), ATENDIDOS EM

LONDRINA E REGIAO, PARANA”

Situagéo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocomra no

desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ac CEP/UEL relatério final da pesquisa.

2

Prof?. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel

_ Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL
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