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RESUMO

A malaria, consequéncia da infeccdo por espécies pertencentes ao género Plasmodium, da-se
através do repasto sanguineo pelo vetor anofelino infectado com esporozoitos. Na eliminagédo
de micro-organismos, especialmente do plasmdédio, a producdo de radicais livres tem papel
importante. Entre as diversas fontes produtoras de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), a familia
das NADPH Oxidases (NOX) é a Unica que possui como funcéo primaria a formacao de radicais
livres. Ela esta presente em varias linhagens celulares e possui sete isoformas: NOX1, NOX2,
NOX3, NOX4, NOXS5, Dual Oxidase 1 e 2 (DUOX1 e DUOX2). Elas desempenham diversas
funcdes, como atividade microbicida, angiogénese e migracdo de neutrofilos, células
endoteliais e musculares lisas. Devido & multifuncionalidade, muitas isoformas estdo
relacionadas a mecanismos fisiopatogénicos de varias doencas, entre elas aterosclerose e
hipertensdo. No que diz respeito a participacdo na malaria, estudos com camundongos knockout
ou com uso de inibidores séo realizados para elucidar o papel da NOX no desenvolvimento da
doenca. Entre os poucos estudos realizados, nenhum demostrou o papel das NOX no controle
da densidade parasitaria ou sobre a gravidade da doenca. No entanto, destaca-se que a inibicédo
destas enzimas contribuiu para a diminuigdo da sobrevida em animais de experimentag&o.
Novas abordagens deverdo ser feitas para estabelecer o papel desse complexo enzimético na
fisiopatologia da doenca, porque o que esta definido quanto a importancia da enzima é que ela
ndo é essencial para a destruicdo do plasmédio e que contribui para a sobrevivéncia do

hospedeiro a longo prazo.

Palavras-chave: Plasmodium sp.; NOX; Maléria; Estresse oxidativo; Apocinina; DPI.



1 APRESENTACAO

A malaria é um grave problema de saude publica por tratar-se de uma das causas
de milhares de mortes pelo mundo, portanto, faz-se necessario compreender as rea¢Ges do
hospedeiro aos mecanismos fisiopatoldgicos e os mecanismos propriamente ditos, a fim de
desenvolver métodos mais eficazes de tratamento e de prevencgédo. No que tange a essas reacoes,
0s sintomas e sinais tipicos da enfermidade sdo consequéncias da resposta imune do hospedeiro
a presenca do parasito, correlacionada com o ciclo biologico. Entre a agdo de citocinas,
granuldcitos e linfocitos, a producgéo de radicais livres também contribui para o exterminio do
plasmddio. Nesse ambito, o ser humano dispde, entre outras fontes, do complexo enzimatico
NAPDH Oxidase, presente em varias linhagens celulares, com destaque para as células do
sistema imune. Como a relacdo desse complexo com o transcurso da doenca ainda nao foi
totalmente esclarecida, esse serd o tema abordado neste artigo de revisdo. A Reactive Oxygen
Species (ROS) € uma revista online revisada por pares dedicada a disseminacao rapida de novos
conhecimentos em oxigénio reativo e espécies/ entidades relacionadas (incluindo antioxidantes)
em Quimica, Biologia e Medicina. Publica bimensalmente em dois volumes ao ano quatro tipos
de contribuigdes: (i) artigos de revisao de especialistas nos campos relacionados; (ii) destaques
dos mais recentes resultados de pesquisa de ponta publicados em revistas altamente influentes;
(iii) protocolos de métodos de pesquisa; e (iv) contribuicBes de pesquisa originais, sob o ISSN
2380-2367. Por enfatizar a qualidade em vez de quantidade, todos 0s manuscritos submetidos
a revista passam por um processo de revisdo de duas fases: avaliacdo do Comité de Revisdo
Editorial, composta por trés especialistas internacionalmente reconhecidos, e avaliacdo por
pares por pelo menos dois especialistas externos. Caso o Comité julgue um manuscrito como
de mérito cientifico limitado e baixo impacto geral, este ndo sera submetido a segunda etapa de
revisdo. A eventual aceitacdo para publicacdo serd baseada principalmente na avaliacdo dos
revisores de pares em conjunto com as recomendaces do Comité de Revisdo Editorial da

Revista quanto a originalidade, qualidade, impacto potencial e legibilidade do trabalho.



2 ARTIGO
ABSTRACT

Malaria, as a consequence of infection by species belonging to genus Plasmodium,
occurs through blood meal by the anopheline vector infected with sporozoites. In the
elimination of microorganisms, especially the plasmodium, the production of free radicals plays
an important role. Among the various sources of Reactive Oxygen Species (ROS), NADPH
Oxidases (NOX) family is the only one whose primary function is the production of free
radicals. It is present in several cell lines and has seven isoforms: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 and DUOX2. They perform diverse functions such as microbicidal activity,
angiogenesis and migration of neutrophils, smooth muscle and endothelial cells. Due to
multifunctionality, many isoforms are related to several diseases, among them atherosclerosis
and hypertension. Regarding participation in malaria, studies with knockout mice or with the
use of inhibitors are performed to elucidate the role of NOX in the development of the disease.
Among the few studies performed, none showed a significant difference in the control of the
parasite density or on the severity of the disease. Nevertheless, it is noted that inhibition of these
enzymes contributes to shorter life span in experimental animals. New approaches should be
performed to establish the role of this enzymatic complex on the physiopathology of the disease,
as it is not essential for the destruction of the plasmodium, but contributes to the long-term

survival of the host.

Keywords: Plasmodium sp.; NOX; Malaria; Oxidative stress; Apocynin; DPI.

Introducéo

A malaria, consequéncia da infeccdo por espécies pertencentes ao género
Plasmodium, acompanha a humanidade desde a dispersdo do Homo sapiens da Africa para o
restante do mundo. Apesar de ter ocorrido em todos os continentes, desde meados do Século
XX restringe-se a paises na faixa tropical, em decorréncia do subdesenvolvimento, do clima
favoravel para a procria¢do do vetor, a fémea do mosquito do género Anopheles, e da precéria

qualidade de vida que qualifica a miséria desses lugares [10].

A transmissdo da-se através do repasto sanguineo pelo vetor infectado com
esporozoitos da malaria, inoculando-0s na corrente sanguinea, que irdo depois migrar para 0s

hepatdcitos, iniciando a primeira fase do ciclo assexuado no hospedeiro intermediario: a



esquizogonia tecidual [13]. Apds amadurecimento, as células do figado séo fendidas, liberando
uma estrutura vesicular denominada merossoma, que ao romper langa milhares de merozoitos
na circulacdo sanguinea. Nas infeccBes por P. vivax ou P. ovale, alguns permanecem no 6rgao

na forma latente, os hipnozoitos [2, 22].

O quadro clinico comum da enfermidade, caracterizado por febre alta intermitente,
acompanhada de calafrios e sudorese que sucedem em periodos ciclicos (24h quando P.
knowlesi, 48h quando P. falciparum, P. vivax ou P. ovale; e 72h quando P. malariae), é devido
a lise das hemacias infeccionadas pelo plasmaodio [2, 42]. Esse processo aumenta 0 numero de
merozoitos livres no tecido sanguineo, que irdo infectar outros eritrécitos, o que

fundamentalmente caracteriza a segunda fase: a esquizogonia sanguinea [32].

Apbs algumas geracdes, uma pequena parcela dos merozoitos diferenciam-se em
gametdcitos, que irdo desenvolver o ciclo sexuado no vetor apos o repasto sanguineo em um
individuo infectado [22].

Inicialmente, os sintomas sé@o semelhantes aos de uma infeccdo viral, um dos
motivos que dificultam um diagnéstico mais preciso. As manifestacoes clinicas caracteristicas,
assim como a deteccdo do parasito através de exames, s6 ocorrem apos o inicio da esquizogonia
sanguinea, pois resultam da liberacdo de metabdlitos, como a hemozoina, pela ruptura das
hemaécias; da subsequente resposta inflamatéria - principais responsaveis pelo paroxismo
malarico (a triade febre elevada, calafrios e sudorese durante os periodos caracteristicos); e do
consecutivo aumento da populacdo parasitaria no sangue, que, juntamente com a fagocitose de
eritrocitos ndo-parasitados pelo baco e pelo figado, contribuem para a evolugdo do quadro da
anemia [15, 34, 35].

Em infeccbes por P. falciparum, é frequente a progressdao da doenca para
complicacdes graves, principalmente quando acomete o cérebro (malaria cerebral), pulm&es ou
rins [55]. Isso ocorre porque o parasito prejudica a microcirculagéo ao alterar a permeabilidade
da membrana das células infectantes e inserir proteinas e antigenos especificos (como a proteina
de membrana eritrocitaria-1 do P. falciparum — PFEMP-1), permitindo-as aderirem ao endotélio
de pequenos vasos, além de comporem agregados em forma de roseta com células néo-
infectadas [15, 20].

Além disso, o potencial hiperparasittmico tambem favorece a evolucdo da

gravidade da doenca, assinalado pelo menor tempo de maturagdo no figado, maior numero de



merozoitos ao fim da esquizogonia tecidual, capacidade de invadir globulos vermelhos de
qualquer idade e afinidade com os receptores para glicoforina [20, 42]. Apesar da maior
morbidade e mortalidade decorrer de infec¢Bes pelo P. falciparum, ja foram registrados casos

graves em infeccdes por P. vivax ou P. ovale [32].

Apesar das complicagdes advindas da infeccdo e das baixas condigOes
socioecondmicas das pessoas contaminadas, que favorecem o agravamento da doenca,
felizmente ha uma tendéncia decrescente no nimero de episdédios e na mortalidade ao longo
dos anos. No ano de 2016, foi estimado que o numero de casos no mundo diminuiu para 216
milhdes, uma queda de 18% em comparagédo ao ano 2000, e o nimero de mortes decresceu 47%
em relacdo ao mesmo ano, para 445 mil mortes [57, 58]. No Brasil, no ano de 2014 foram
descritos cerca de 144 mil casos, uma queda de 76% em relacdo ao ano 2000, e um decréscimo

de 85% no namero de Gbitos em comparacdo ao mesmo ano, para 38 mortes [5, 6].

Embora haja redugdo do numero de casos e de ébitos, a enfermidade ainda é
problema de satde publica, em virtude do nimero de infectados pelo P. falciparum ainda ser
de grande preocupacdo, do numero maior de cepas dessa espécie resistentes as
terapias vigentes, da dificuldade na obtencdo de uma vacina eficaz e da pouca compreensdo
acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos dos agentes etiolégicos. Na busca por essa
compreensdo, serdo abordados alguns aspectos, assim como a relagéo entre a enzima NADPH
Oxidase (NOX) e a maléria, a fim de identificar em quais eventos na evolucao da patologia a

acao da enzima esta presente.

Resposta imune e malaria

Pelo ponto de vista imunolégico, as varias formas evolutivas do parasito tém
importante papel na formagéo da resposta imune: ela costuma ser mais acentuada contra os
merozoitos do que contra 0s esporozoitos. Isso ocorre principalmente por conta da baixa
imunogenicidade do segundo, do curto tempo de exposicdo na corrente sanguinea e de
mecanismos intrinsecos para evadir do sistema imune [37]. Entre eles, podemos citar o fato de
proteinas essenciais para a invasdo da célula hospedeira estarem retidas em organelas

especializadas, para escapar da a¢do dos anticorpos [23].



O local inicial da invasao, a pele, costuma apresentar consideravel proporgdo de
células T reguladoras ativas, que juntamente com agentes anticoagulantes e imunomoduladores
na saliva do mosquito e o baixo nimero de esporozoitos injetados durante o repasto, dificulta o

inicio de uma resposta inflamatoria local eficiente [12, 50].

Ap0os chegarem no figado em questdo de minutos, ultrapassam a barreira sinusoidal
transversalmente pelas células de Kupffer. Foi confirmado também que atravessam pelas
células endoteliais e, em menor extensdo, sem adentrar nenhuma célula [53]. Testes in vitro
demonstraram que a interacdo da proteina circunsporozoita (CSP), do parasito, com a proteina-
1 relacionada a receptor de lipoproteina de baixa densidade (PRL-1), expressa nas células de
Kupffer, induz uma cascata de sinalizagdo que inibe a exploséo respiratoria [54].

Baer et al. [3] demostraram que a remocdo dessas células em camundongos por
injecdo de clodronato intensifica a infeccao, pois expde as brechas da barreira sinusoidal, assim,
deduz-que uma porcentagem dos esporozoitos sdo capturados. Além dos macréfagos
residentes, anticorpos inibitérios bloqueiam a migracdo e invasdo dos hepatocitos pelos
esporozoitos, mas para ser efetivos precisam estar em titulo muito alto. Acredita-se que a
atuacdo mais eficaz venha dos linfocitos T CD4+ e T CD8+, seja por cit6lise ou indiretamente

através da producéo de IFN- vy, que ativa a via do 6xido nitrico, letal para o invasor [44].

No interior dos hepatdcitos, o parasito expressa paulatinamente proteinas tipicas da
forma merozoita em detrimento daquelas da forma esporozoita, como é o caso da proteina-1 de
superficie do merozoito (PSM-1) ao invés da CSP, que desempenham fungbes semelhantes

quanto a invasdo das células-alvos e a respostas do hospedeiro [23].

Posteriormente a transformacgdo, os merozoitos sdo liberados longe da é&rea
hepatica, geralmente nos pulmdes, devido a ruptura da merossoma [44]. Essa estrutura evita a
acao do sistema imune do hospedeiro, em virtude de ndo estar exposta a fosfatidilserina,
fosfolipidio presente na membrana celular que induz a fagocitose ao ser reconhecido pelas
celulas de Kupffer [21].

Por invadir células que ndo expressam CPH classe | e assim néo ativar linfocitos T
CD8+, a resposta imune torna-se mais significativa somente apds o inicio do ciclo eritrocitico,
pois a liberagdo de produtos toxicos desencadeia a producdo de citocinas e a ativacao de células

do sistema imune. Um exemplo disso sdo as proteinas de membranas plasmodiais com



“ancoradores” glicosilfosfatidilinositol (GPI), que ativam células dendriticas, macrofagos e
linfocitos B de humanos e ratos através do complexo TLR2-TLR1 [31].

O subsequente aumento na producdo de TNF-o, IFN-y e interleucinas pro-
inflamatdrias, além de também ativarem a funcdo fagocitica dos macrofagos, estimula a
producdo de radicais livres de oxigénio, 0xido nitrico e outros radicais livres de nitrogénio, 0s

mais atuantes quanto a eliminagéo do invasor [12, 31].

Radicais Livres e malaria

Com o aumento da frequéncia da ruptura de hemécias pelos merozoitos no
transcurso da doenca, ha um constante estimulo na producdo de citocinas inflamatérias, que
ocasiona maior geracdo de radicais livres, acima da capacidade do sistema antioxidante do
hospedeiro. Esse desequilibrio em favor dos radicais livres caracteriza o estresse oxidativo.
Embora haja relatos de que a produgéo de estresse oxidativo seja prejudicial, sabe-se que esse
fato tem importante papel na eliminacdo de micro-organismos, especialmente do plasmédio
[27,52].

Além dos radicais livres poderem destruir os parasitas no interior da hemacia,
contribuem para a ativacao do inflamassoma NLRP3 (responsavel pela maturacdo de citocinas
como IL-1B, TNF-a ¢ IFN-), sdo essenciais para sinalizagdes mediadas por receptores como
TLR-1, TLR-2 e TLR-3, e colaboram na ativacgdo de linfdcitos T e B [41, 48, 52].

Em contrapartida, niveis muito altos dessas espécies quimicas causam danos as
hemacias e células endoteliais, intensificam o desacoplamento da Oxido Nitrico Sintase
endotelial (eNOS) ao reduzir a biodisponibilidade de tetrahidrobiopterina (BH4), que produz
mais radicais superoxidos do que oxido nitrico, e favorecem as vias intrinsecas e extrinsecas de

apoptose em células endoteliais, exacerbando o dano tecidual (Figura 1) [1, 27, 36].

NADPH Oxidase

Entre as diversas fontes produtoras de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) que
participam de processos como esses, a familia das NOX é a uUnica que possui como funcéo

primaria a formacéo de radicais livres [24]. Presente em granuldcitos, macrofagos e naquelas



de origem mesodérmica (células endoteliais, cardiomidcitos etc.), a NOX2 é um complexo

proteico multimérico com componentes tanto transmembranares quanto citosolicos [56].

A porcdo membranar € denominada de flavocitocromo bssg e apresenta duas
subunidades: o componente catalitico gp91P"®, onde a regifo C-terminal possui um dominio
com uma Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) conectado e um sitio de ligacdo para
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato reduzida (NADPH), enquanto que a regido N-
terminal contém seis alfa-hélices transmembranares com quatro residuos de histidina que
interagem com dois hemes orientados perpendicularmente a superficie da membrana; e o
componente estabilizador p22°"*, onde a regido C-terminal exibe a Regido Rica em Prolina
(RRP) e duas alfa-hélices transmembranares (Figura 2A) [30, 40].

As subunidades citosolicas p47P"*, pd0PM* e p67P"* sdo encontradas unidas
em forma de complexo, assim como a GTPase Racl/ 2 e a proteina Rho-GDI [40]. Quando o
complexo enzimatico é estimulado, por exemplo, por TNF-a, IL-1, IL-1f, quimiocinas ou
fagocitose [9, 43], a subunidade p47°"** é fosforilada, provocando mudancas estruturais e
permitindo a interacdo com a RRP, conectando o complexo citosolico ao flavocitocromo bsss.
A Rho-GDI também é fosforilada, o que ocasiona a liberacdo da Rac-GDP e conversdo para
Rac-GTP, que, posteriormente, transloca-se independentemente para a membrana e interage

com p67PM°* e a bicamada lipidica [30, 43].

O complexo enziméatico ativo funde-se, entdo, a membrana plasméatica ou
fagossomal e realiza a funcdo primaria: producdo de anions superoxido [39]. Isso acontece
através da remocao de elétrons do NADPH citosolico, transportando-os via FAD para 0s grupos
heme presentes no dominio N-terminal, que por sua vez transferem para o oxigénio molecular

(O2) no meio extracelular, catalisando a reducao para superdxido (Figura 2B) [7, 8].

A formagéo de grandes quantidades de ERO por meio do consumo exacerbado de
Oz caracteriza a chamada “explosao respiratoria”. O radical produzido pode ser convertido em
outros produtos microbicidas, como o H20O. através da SOD e o HCIO através da

mieloperoxidase [7, 29].

Com o aprimoramento dos métodos de detecgédo durante a década de 90, a producéo
de radicais livres foi constatada em varios tipos celulares, além das células fagocitéarias.
Diferente da gp91P"%* a p22°P"* é amplamente expressa, indicando a existéncia de um

heterodimero até entdo desconhecido [29]. Com base na identificacdo das subunidades



homdlogas a gp91P"*, que dispdem do dominio com FAD, sitio de ligacio para NADPH e
residuos de histidina conservados, foram descritas ao todo sete isoformas, Gnicas em termos de
distribuicdo nas células do corpo e da necessidade de subunidades para formar o complexo:
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2 (Tabela 1) [24]. Entre as
subunidades citosolicas, foram encontrados os homologos NoxO1 e NoxA1l, correspondentes
respectivamente a p47°" e p67°1% [8].

Atividades bioldgicas da NOX

Por conta da presenga em varias linhagens celulares, as isoformas desempenham
funcdes diversas, que vao além da atividade microbicida. Em células dendriticas, a proteélise
fagossomal é modulada através da inibicdo de cisteina-catepsinas por modificacdo no
microambiente redutivo devido a atividade da NOX2 [46]. A eficiéncia da apresentacao cruzada
de peptideos longos depende da agdo dessa enzima, visto que é reduzida nas células tratadas
com Difenileno-lodonio (DPI) ou quando possuem deficiéncia congénita para a enzima [33].
Em linfécitos B, o Complexo do Receptor de Célula B (BCR) € ativado pela quinase Syk apos
ERO derivado da NOX oxidar a fosfatase SHP-1 [45].

Durante a migracdo de neutrofilos, o agrupamento de Molécula de Adeséo
Intercelular-1 (MAI-1) com integrinas favorece a ativagdo da NOX, o que resulta na acéo de
quinases que fosforilam e desestabilizam jungdes aderentes e na atividade do Fator Nuclear
kappa beta (FN-kB), que induz a expressdo de vérias proteinas, entre elas as moléculas de
adesdo celular [36]. Nos vasos sanguineos, NOX1, NOX2 e NOX4 contribuem para a
angiogénese, modelagem da matriz extracelular e migracdo de células endoteliais e de

musculares lisas em resposta a fatores de crescimento ou a hipdxia tissular [14, 38, 49].

Devido a variedade de funcdes bioldgicas que participam, a familia NOX esta
relacionada a varias doencas, entre elas aterosclerose, hipertensao e derrame [25, 56]. Mutac6es
herdadas no gene codificador da gp91Pho*, p22PN%% 47PN oy p67P"%* resultam na Doenca
Granulomatosa Crdnica (DGC), um tipo de imunodeficiéncia primaria em que os fagécitos ndo
conseguem realizar a “explosdo respiratéria” e assim matar bactérias e fungos, além da
propensdo maior a desenvolver granulomas [18, 33]. A DGC também estd associada a

desordens autoinflamatorias e autoimunes [18].



NOX e maléaria

No que diz respeito a participa¢do na maléria, estudos com camundongos knockout
ou com inibidores sao realizados para elucidar o papel da NOX no desenvolvimento da doenca.
Francischetti et al. [14] demostraram que camundongos C57BL/6J knockout para gp91P"ox
infectados com P. berghei ANKA tiveram taxa de sobrevivéncia semelhante ao grupo controle.
Além disso, os camundongos selvagens tratados com DPI ndo exibiram diferenca significativa
na taxa em relacdo ao controle. Eles afirmaram que a redundancia das outras isoformas da NOX

na regulacdo das ERO compensam a auséncia da NOX2.

Resultados diferentes foram encontrados nos trabalhos de Uberti e de Laurindo
(2014; dados néo publicados). Camundongos swiss infectados com P. berghei ANKA e tratados
com apocinina tiveram sobrevida menor que 0s grupos controles, apesar de ndo haver alteracées
significativas na parasitemia e nos perfis oxidante e antioxidante nas amostras pulmonares e
cerebrais. As autoras concluiram que o superdxido produzido pela NOX no € a principal ERO

envolvida na erradicacao do parasito ou no agravamento da doenca.

Em um estudo conduzido por Kim et al. [28], apenas camundongos C57BL/6
deficientes para NOX4 sucumbiram a infeccdo pela cepa RH de Toxoplasma gondii em menor
tempo que os camundongos selvagens e ndo conseguiram controlar o crescimento da cepa
ME49 no cérebro; enquanto que os deficientes para NOX2 ou p47°"* n3o tiveram diferenca em
relacdo aos respectivos selvagens. Assim, verificaram que NOX4 atua como a fonte essencial
geradora de ERO intracelular e também prové vias de sinaliza¢des intracelulares que levam a
expressao do fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (IMM), citocina essencial para a

defesa contra T. gondii.

Santiago et al. [47] demostraram que camundongos C57BL/6 knockout para
gp91P"** controlaram proliferacdo da cepa Y de Trypanosoma cruzi, mas ndo sobreviveram a
infeccdo depois de 20 dias. Os autores inferiram que as ERO desempenham menor participacéo
no controle da infeccdo e que outros mecanismos podem atuar no controle, como producéo
compensatoria de oxido nitrico, acdo de células T CD8+ e fontes celulares alternativas de

superdxido e peroxinitrito.

Considerando que pacientes com DGC raramente sofrem com infecgdes severas por
protozoéarios [47], camundongos knockout infectados por P. berghei, T. gondii ou T. cruzi
apresentaram resultado semelhantes quanto ao papel da NOX2 no transcurso da doenca e no
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combate ao invasor. Dessa forma, nos trabalhos com inibidores da NOX2, que mimetizam os
efeitos da DGC, era esperado encontrar nenhuma diferenca em relagdo aos grupos controles

nesses quesitos.

Mesmo que Andrade et al. [1] tenham constatado que niveis elevados de SOD-1
estdo associados a severidade de maléria vivax, ndo foi determinado a origem dos superoxidos.
Vale lembrar que muitas células apresentam mais de uma isoforma da NOX, além da cadeia
transportadora de elétrons ser fonte primaria desses radicais e de outras enzimas, como a
lipoxigenase, ciclo-oxigenase e NOS, também produzirem esse radical [14, 59]. Por esses

motivos, NOX2 ndo é a fonte mais relevante de superdxido nessas enfermidades.

Consideracoes finais

Como héa pouquissimos testes de camundongos knockout para as isoformas da NOX
em infeccbes por Plasmodium sp., os dados ndo séo assertivos para estabelecer com precisdo o
papel desse complexo enziméatico em algum mecanismo fisiopatoldgico da doenca. Todavia,
pode-se definir que o complexo ndo é essencial para a destruicdo do plasmodio, mas que
contribui para a sobrevivéncia do individuo a longo prazo. Como a NOX participa de outros
processos bioldgicos além da resposta imune, ha inimeras abordagens, as quais ainda ndo foram

exploradas.

Uma delas diz respeito a interferéncia na apresentacao de antigenos, o que podera
ajudar a compreender 0s possiveis mecanismos pelos quais ndao ha imunizacdo estavel apds
exposicdo ao patdgeno. Outra podera tratar da influéncia no fenémeno da citoaderéncia e na
disfuncédo endotelial, visto que as ERO tém participacdo na expressdo de moléculas de adesao
celular, na migracdo de células vasculares e na angiogénese. Esta Ultima podera contribuir para

desenvolver alternativas terapéuticas para prevencdo de formas graves da malaria.



Tabela 1. Distribuicéo e estrutura dos sete membros da familia da NADPH Oxidase.
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ISOFORMA SUBUNIDADES MEMBRANARES SUBUNIDADES CITOSOLICAS LOCALIZAQAO
NOX1 Nox1 e p22°1ox [29] NoxA1, NoxO1 e Rac [40] Epitélio do coldén, CMLV, células endoteliais
e osteoclastos [19]
Monadcitos, linfdcitos, células
phox phox phox ) )
NOX2 gp91PNoX e p22Phox [29] pa7 RESZ P [48]4 0™ polimorfonucleares, células endoteliais,
CMLYV e cardiomiocitos [49]
NOX3 Nox3 e p22°Phox [29] NoxA1l e NoxO1 [40] Ouvido interno [4]
Rins, CMLYV, células endoteliais
phox ) ) )
NOX4 Nox4 e p22™™ [29] Ausente [40] hepatdcitos, cardiomidcitos e neurbnios [26]
NOX5 Nox 5 [29] Ausente [40] Células eqdotellals, células mus_culares lisas,
macrofagos e espermatozoides [49]
DUOX1 Duox1 e DouxA1 [29] Ausente [40] Glandula tireoide, mucosa respiratéria e
mucosa do trato gastrointestinal [51]
DUOX?2 Duox2 e DouxA2 [29] Ausente [40] Glandula tireoide, mucosa respiratéria e

mucosa do trato gastrointestinal [51]

Nox: NADPH Oxidase; NoxA: NADPH Oxidase Ativador; NoxO: NADPH Oxidase Organizador; Duox: Dual Oxidase; DuoxA: Dual Oxidase

Ativador; CMLV: Células musculares lisas vasculares.
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Figura 1. Representacdo esquematica da atuacdo das ERO nas vias intrinseca e extrinseca de
apoptose, que acontece de varias maneiras, entre elas: A) Oxidacdo das ligaces de dissulfeto
entre Trx1 e QSA-1, liberando a QSA-1, que autofosforila, dimeriza e recruta FATR2/6. O
novo complexo, por sua vez, ativa QJN, e induz apoptose via mitocéndria ou via transcri¢ao de
genes pré-apoptoticos dependentes de PA-1; B) Inativacdo da proteina inibitoria do FasR, que
recruta FADD e prd-caspase 8, com posterior ativacdo de caspase-8; C) Oxidacdo da
cardiolipina, fosfolipidio presente na mitocéndria, que favorece a acdo da t-bid e facilita a
liberacdo de citocromo-c. No citoplasma, a proteina interage com Fap-1 e caspase-9, resultando
na liberacdo da efetora caspase-3; D) Sustentada ativacdo da QJN, que causa apoptose
dependente da liberacdo de citocromo-c mitocondrial. TNFR1, ativado ap6s ligacdo com TNF-
a, recruta as proteinas DDART, DDAF e pro-caspase 8, ativando a caspase-8 e induzindo
producdo intracelular de ERO. A caspase-8 em altas concentragbes ativa a caspase-3
independentemente da mitocondria [11, 16, 36].

Trx1: Tiorredoxina 1; TrxSS: Tiorredoxina oxidada; QSA-1/2: Quinase-1, 2 reguladora de sinal
de apoptose; FATR2/ 6: Fator-2, 6 associado ao receptor de TNF-a 2, 6; QJN: Quinase c-Jun
N-terminal; PA-1: Proteina ativadora-1; FasR: Receptor de Fas; t-bid: bid truncado; TNFR1:
Receptor-1 de TNF; DDART: Dominio de morte associado ao TNFR-1; DDAF: Dominio da
morte associado aos Fas; Fap-1: Fator-1 de ativacdo de apoptose. PIFL: Proteina inibitoria
FLICE.
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Figura 2. Estrutura da NADPH Oxidase 2 em estado de repouso (A) e de ativacdo (B). A linha roxa representa o caminho percorrido pelo elétron.
FAD: Flavina Adenina Dinucleotideo; GDP: Guanosina Difosfato; GTP: Guanosina Trifosfato. HIS: Histidina; NADP: Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato oxidada; NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato reduzida; Rho-GDI: Inibidores da Dissociac¢éo do

Nucleotideo Guanina Rho-especifico; RRP: Regi&o Rica em Prolina; -O2": Anion superéxido
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ANEXOS

ANEXO A - NORMAS DA REVISTA PARA PUBLICACAO DE ARTIGOS

Diretrizes do autor

ROS usa um sistema de submisséo e rastreamento de manuscrito totalmente baseado na web
para todos os tipos de manuscritos. Além da sua submissao on-line, a ROS também aceita a
submissdo de manuscritos por meio de anexos de e-mail. Todos os requisitos/ permissdes para
envio on-line também se aplicam ao envio de e-mail. Enviar seu manuscrito por e-mail para o
ROS significa que vocé concorda totalmente com os requisitos /permissdes estabelecidos no
processo de submissdo on-line. Para envio de e-mail, envie seu manuscrito por e-mail para:
ros.editorial@aimsci.com

O formato para ARTIGOS DE REVISAO

ROS publica artigos de revisdo que abordam topicos de alto impacto sobre oxigénio reativo e
espécies/ entidades relacionadas (incluindo antioxidantes). As referéncias devem ser
primariamente limitadas as publicadas em revistas revisadas por pares de qualidade suficiente,
especialmente periodicos de alto impacto. Um jornal de alto impacto geralmente se refere a
um que tem um fator de impacto igual ou superior a 10. O NIH/ NIEHS fornece uma lista
parcial de periddicos de alto impacto

Pagina de Titulo: Contém o titulo do manuscrito e 0 nome completo e informacdes de contato
(instituicdo, endereco postal, endereco de e-mail, nimero de telefone, etc.) do (s) autor (es)
correspondente (s). As abreviaturas, bem como o reconhecimento, se aplicavel, podem ser
incluidos na Pagina de Titulo.

Pagina do Abstract: Um resumo ndo deve conter mais de 250 palavras. Os resumos que
excedem o limite seriam truncados em 250 palavras.

Pagina de Palavras-chaves: Tipicamente 3-6 palavras-chaves.

Texto principal: Tipicamente ndo mais de 7.500 palavras, excluindo referéncias. Ele deve ser
divido em varias se¢Bes. As referéncias devem ser geralmente limitadas a ndo mais de 100
(consultar “Instruc@es para prepara a se¢ao de referéncias” no final de “Diretrizes do autor”).

llustracdes e legendas: llustragdes (e.g., figuras, diagramas, esquemas) devem ser tipicamente
limitados a ndo mais de 5 e fornecidas em paginas separadas.

Tabelas e legendas: Tabelas devem ser tipicamente limitados a ndo mais de 5 e fornecidas em
paginas separadas.
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Instrucdes para prepara a secdo de referéncias para manuscritos submetidos a ROS:

e Referéncias devem ser citadas no texto com um nimero entre parénteses (e.g., [1]; [1, 2];
[1-3]; [1, 2, 4]). As referéncias devem ser listadas em ordem numeérica no final do
documento.

e As referéncias citadas devem ser de periddicos revisado por pares de qualidade suficiente.
Autores sdo fortemente recomendados a evitar citar artigos publicados em periodicos de
baixa qualidade.

e Livros ou capitulo de livros sdo geralmente considerados como matérias ndo revisados por
pares. Como tal, eles geralmente ndo devem ser citados como referéncias para manuscritos
(especialmente em artigos de reviséo) a serem submetidos a ROS.

e O periodico ROS reformatara as referéncias de manuscritos aceitos. Como tal, ndo ha
requisitos estritos na formatacao de referéncias na submissao.

Lista de verificacdo de Preparacéo da Submissao

Como parte do processo de submisséo, autores séo requeridos a verificar a conformidade
da submissdo com todos os itens a seguir, e 0s envios podem ser devolvidos aos autores que
ndo aderem a essas diretrizes.

1. A apresentacdo ndo foi publicada anteriormente, nem esta sendo submetida a outra
revista para consideracao.

2. O arquivo de apresentacdo (manuscrito) esta no formato de arquivo de documento do
Microsoft Word.

3. O texto do manuscrito € simples ou duplo; com fonte tamanho 12; e todas as ilustracdes,
figuras e tabelas sdo colocadas no final do texto. Certifique-se de que todo o manuscrito
que inclua todas as suas tabelas e figuras/ ilustracbes € montado em um Unico
documento e carregado na Submissao Etapa 2 (Submissao Etapa 2 s6 permite um unico
arquivo de upload). Se, no entanto, os arquivos de dados (figuras/ ilustragdes, tabelas,
etc.) precisam ser carregados separadamente, envie-os na Etapa de envio 4. Todos 0s
materiais de suporte adicionais, incluindo a carta de apresentagéo, dados suplementares
e o Formulario ICMJE para Divulgacdo de Potenciais Conflitos de Interesse, etc. devem
ser carregados separadamente também na Etapa 4 da submissé&o.



