Medicina, Ribeirdo Preto, X SIMPOSIO BRASILEIRO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR
39 (1): 77-88., jan./mar. 2006 Capitulo VIII

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO CONTROLE
NEUROVEGETATIVO DA PRESSAO ARTERIAL

REACTIVE OXYGEN SPECIES IN THE AUTONOMIC CONTROL OF THE BLOOD PRESSURE

Leonardo M Cardoso', Débora S A Colombari?, José V Menani?, Patricia M De Paula?,
Deoclécio A Chianca-Jr?, Eduardo Colombari**

"Doutorando. Departamento de Farmacologia. Escola Paulista de Medicina - UNIFESP. 2Docente. Departamento de Fisiologia e Patolo-
gia. Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. ® Docente. Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Ouro Preto UFOP. “Docente. Departamentos de Fisiologia. Escola Paulista de Medicina — UNIFESP. Departamento de Fisiologia e
Patologia. Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

CorresPoNDENCIA: Eduardo Colombari, PhD

Departamento de Fisiologia. Escola Paulista de Medicina — UNIFESP

Rua Botucatu, 862 - CEP 04023-060. Sao Paulo- SP Brasil

Fone: (11) 5084-9554 (ramal : 34); fax (11) 5573-7820 / E-mail: colombari@fcr.epm.br

Cardoso LM, Colombari DSA, Menani JV, De Paula PM, Chianca-Jr DA, Colombari E. Espécies reativas de
oxigénio no controle neurovegetativo da presséo arterial. Medicina (Ribeirdo Preto) 2006; 39 (1): 77-88.

RESUMO: Existem evidéncias de que a atividade neuronal pode ser modulada pelo estado
redox (balango entre espécies quimicas oxidantes e redutoras) das células, influenciando, as-
sim, as diferentes fungbes bioldgicas que sido controladas pelo sistema nervoso. Essa modula-
¢ao pode ocorrer por meio de diferentes mecanismos € um deles € a modulagédo da transmis-
sdo sinaptica no sistema nervoso central (SNC). As descargas autondémicas que sao controladas
por mecanismos localizados em diferentes areas do SNC sio fundamentais para o controle da
pressao arterial. Um importante neurotransmissor que participa dos mecanismos centrais de
controle cardiovascular é o glutamato e a transmissao glutamatérgica pode ser extensamente
afetada por espécies reativas de oxigénio, oxidantes que parecem ter um importante papel em
processos fisioldgicos e patolégicos. No presente artigo sdo apresentados os principais acha-
dos experimentais que suportam a hipétese de que as espécies reativas de oxigénio podem
modular as fungdes cardiovasculares por produzir alteragdes nos mecanismos centrais de con-
trole dos sistemas simpatico e parassimpatico. Logo, desequilibrios na sinalizagdo mediada
por espécies reativas de oxigénios podem contribuir para o desenvolvimento de doengas cardio-
vasculares como a hipertensao.

Descritores: Espécies Reativas de Oxigénio. Glutamato. Regulagao Cardiovascular. Peréxido
de Hidrogénio.

1- INTRODUCAO rentes regides encefalicas (prosencéfalo, mesencé-
falo e bulbo)!2. O bulbo abarca uma intrincada rede

O controle autondmico cardiovascular estasob  neuronal que recebe informagdes de sensores perifé-

o jugo de populagdes neuronais dispostas em dife-  ricos acerca da pressdo arterial e processa tais infor-
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magdes de forma a corrigir desvios na pressao ar-
terial através de mecanismos reflexos como o baror-
relfexo, os reflexos cardiopulmonares e o quimior-
reflexo’. Logo abaixo da superficie dorsal do bulbo
esta localizado o nucleo do trato solitario (NTS), pri-
meira estagdo sinaptica para onde convergem proje-
¢oes dos barorreceptores, quimiorreceptores periféri-
cos e dos receptores cardiopulmonares*. Do NTS,
essas informagdes podem ser enviadas para outras
areas localizadas no proprio bulbo ou mesmo no me-
sencéfalo ou prosencéfalo'. No bulbo, além do NTS,
encontram-se localizados também o nuicleo ambiguous
(NA) e o nucleo motor dorsal do vago (NMDYV),
envolvidos no controle da atividade parassimpatica,
o bulbo caudoventrolateral (CVLM) e o bulbo rostro-
ventrolateral (RVLM), ambos envolvidos no controle
da atividade simpatica. As informagdes que chegam
ao NTS modificam a atividade dos neurdnios dessas
areas bulbares o que, em ultima analise, influencia a
atividade autondmica para o sistema cardiovascular
e promovem ajustes na pressdo arterial e freqiiéncia
cardiaca®*. Em conjunto, as informagdes proces-
sadas por estes nicleos modulam a intensidade das
atividades simpdtica e parassimpatica ajustando-as
momento a momento de forma a minimizar os desvios
de pressdo arterial decorrentes das mudangas hemo-
dinamicas locais nos diversos leitos vasculares do or-
ganismo. Esta modulacdo garante, a curto prazo, ni-
veis de pressao sangiiinea nos grandes vasos que per-
mitem suprir as diferentes necessidades hemodinanicas
dos sistema vascular ao mesmo tempo que evita que
o conjunto de tais mudangas tenham impactos negati-
vos sobre a pressao arterial. Evidéncias da literatura
mostram que desajustes nestes sistemas contribuem
para o aparecimento de doengas como a hipertensao
arterial®”.

O glutamato, um dos neurotransmissores exci-
tatdrios mais abundantes no sistema nervoso central
(SNC), ¢ apontado como um importante mediador
quimico liberado nas sinapses de nervos aferentes
sensoriais periféricos no NTS®. O glutamato ¢ tam-
bém apontado como um dos mediadores nas proje-
¢des do NTS parao CVLM e NA'. Logo, compreen-
der como diferentes mecanismos podem modular a
liberacdo ou a agdo do glutamato nos diferentes nu-
cleos envolvidos no controle cardiovascular ¢ de grande
importancia para o entendimento de como o SNC mo-
dula a pressdo arterial e como estes mecanismos po-
dem contribuir para o estabelecimento de quadros
patologicos como a hipertensao.
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Até a década de 80 as espécies reativas de
oxigénio (ROS) eram tidas basicamente como agen-
tes toxicos capazes de produzir modificagdes oxidativas
irreversiveis alterando o equilibrio bioquimico celular
de forma letal. Entretanto, nos ultimos anos as ROS
vém ganhando um novo papel nos sistemas biologi-
€0s, uma vez que varios estudos tém mostrado que as
ROS podem atuar como mediadores quimicos na co-
municagdo intercelular. O peréxido de hidrogénio
(H,0,), uma espécie reativa de oxigénio ndo radicalar,
¢ capaz de modular a transmissio sinaptica®!!, a ati-
vidade neuronal'?!? e a plasticidade sindptica'*!>. Um
consideravel numero de evidéncias sugere que a trans-
missdo glutamatérgica ¢ modulada pelas espécies
reativas de oxigé€nio em varios niveis, tanto pré quanto
pos-sinapticamente!9?°, Isto indica que o estado redox
de neurdnios envolvidos no controle cardiovascular
pode ter uma forte influéncia no controle cardiovas-
cular pelo sistema nervoso central e, por conseguinte,
no desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

Dados experimentais mostram que modelos
genéticos (ratos espontaneamente hipertensos — SHR)
e modelos experimentais de hipertensdo arterial (hi-
pertensdo renovascular, inibi¢do da NOS ¢ DOCA-
sal) apresentam um aumento na biodisponibilidade de
ROS tanto central quanto perifericamente®'’?. Estu-
dos clinicos mostram que individuos hipertensos apre-
sentam uma maior produgdo de H,O, no sangue do
que individuos normotensos®®. Os autores também
observaram que entre os individuos normotensos, aque-
les com histérico familiar de hipertensao apresentam
uma aumentada produgdo de H,0, quando compara-
dos com aqueles sem historico familiar de hiperten-
s80%6. Surge entdo a questdo: 0 aumento na produgdo
de ROS ¢ uma causa ou ¢ secundario ao aumento da
pressdo arterial? Estudos experimentais e clinicos
apontam para uma relagdo causal entre produgao exa-
cerbada de ROS e hipertensdo arterial uma vez que a
administracdo de anti-oxidantes parece reduzir os ni-
veis de pressdo arterial tanto em humanos quando em
modelos experimentais de hipertensdo?”32. Entretan-
to, 0s mecanismos pelos quais o estresse oxidativo pode
contribuir para o desenvolvimento de doengas cardio-
vasculares ainda ndo € bem compreendido.

Nesta revisdo, serdo discutidos alguns pontos
importantes na interagdo entre estado redox e contro-
le neurovegetativo da pressao arterial, focando aque-
les aspectos relativos a modulagdo da transmissao
sinaptica por ROS em éreas do sistema nervoso cen-
tral responsaveis pelo controle cardiovascular.
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2- ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

2.1- Abordagem quimica

Considera-se como espécies reativas de oxigé-
nio todas aquelas moléculas que contém um oxigénio
num estado altamente reativo, com uma alta capaci-
dade oxidativa®®. Figuram entre as ROS as espécies
radicalares (os radicais livres) como o superdxido
(0,"-) e o radical hidroxil (HO") e as espécies ndo
radicalares, como o H,0,*.

Denomina-se radical livre toda molécula que
possui um elétron impar em sua orbita externa, fora
de seu nivel orbital, gravitando em sentido oposto aos
outros elétrons (elétrons desemparelhados)?. Este
elétron livre favorece a entrada de elétrons no orbital
externo proveniente de outras moléculas, o que torna
os radicais livres extremamente reativos, inclusive com
moléculas orginicas®’. A despeito de sua meia vida
curta, em média de milésimos de segundo, os radicais
livres podem tornar-se estaveis e produzir reagoes
biologicas lesivas™. O oxigénio molecular (O,) ¢ um
birradical de 16 elétrons que, embora apresente um
elétron ndo-emparelhado na ultima camada de cada
atomo, ¢ estavel porque estes elétrons gravitam na
mesma dire¢do, impedindo o O, de agir como radical
livre®3. A entrada de energia ou de mais um elétron
nesta camada leva a formagdo de espécies quimicas
altamente oxidantes com o oxigénio singlet ¢ o radi-
cal superoxido (O, =)*.

O H,0,, diferentemente dos radicais livres, tem
um numero par de elétrons, ndo possui carga e ¢ pe-
queno o bastante para que atravesse membranas bio-
l6gicas com extrema rapidez'. Quando entra em con-
tato com ions ferrosos (Fe?*), pode receber destes
um elétron o que o torna bastante instavel e o faz so-
frer uma cisdo liberando um anion hidroxila (HO") e
um radical hidroxil (HO")*. O HO" reage instantane-
amente com biomoléculas ao seu redor levando a
modificagdes oxidativas que, quando intensas e
descontroladas, podem resultar em dano oxidativo grave
de proteinas, lipideos e acidos nucléicos®*.

2.2- Fontes de ROS nos sistemas biologicos

Sob circunstancias controladas, a formacao de
ROS se inicia pela redugdo incompleta do oxigénio
molecular por enzimas que incluem a xantina oxidase
(converte xantinas em acido Urico), 6xido nitrico sintase
(NOS), ciclooxogenase, NADPH oxidase e pelo
citocromo P450 assim como por vias mitocondriais 3.
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Evidéncias tém demonstrado que ROS podem ser for-
mados em resposta a ativacdo de receptores de mem-
brana acoplados a proteina G!323738 A geragdo de
ROS pela ativacao de receptores angiotensinérgico.
AT, € um exemplo desta via a qual envolve a ativagdo
do complexo enzimatico gerador de O,"= NADPH
oxidase. Tal enzima tem sido extensamente estudada
recentemente devido ao seu papel na transducao de
sinais em vias angiotensinérgicas®®*3. A enzima
NADPH oxidase ¢ um complexo enzimatico formado
pelas subunidades de membrana gp91Phox ¢ p22phox,
pelas subunidades citoplasmaticas p47P"o% p4Qphox ¢
p67Phox e pelas proteinas G Rac e Rapla*. Quando
ativados, os receptores AT, desencadeiam a fosfori-
lagdo das subunidades p47°hox, p4(Qrhox ¢ p67Phox ¢ a
troca de GDP por GTP na proteina Rac. As subunida-
des citosolicas, a proteina Rac e a proteina Rapla fun-
dem-se, entdo, as subunidades de membrana forman-
do o complexo ativo que catalisa a transferéncia de
elétrons da molécula de NADPH," para o oxigénio
molecular36-44647 Esta reagdo produz o radical su-
perdxido (O,°=) o qual pode ser dismutado a H,0,
numa reagdo espontanea ou catalisada pela enzima
superoxido dismutase (SOD)* .

As mitocondrias possuem um nivel basal de
producdo de ROS (em especial O,"=) que consome
cerca de 2 a 4% do oxigénio destinado ao metabolis-
mo oxidativo. Contudo, esta taxa de formacdo de ROS
pode ser aumentada em resposta a ativagdo de re-
ceptores glutamatérgicos em neurdnios do SNC#3:49-30,
Através da enzima SODMn, uma isoenzima da SOD
exclusivamente presente na mitocdncria, o O,"= ¢
dismutado a H,0,. Quer seja de origem mitocondrial
ou extra-mitocondrial, o H,0, formado pode, entdo,
exercer efeitos bioldgicos diretamente ou através do
radical hidroxil (do qual € precursor) nos sitios onde ¢
produzido ou nas suas vizinhangas, de forma paracrina,
devido a facilidade com que entremeia pelos compar-
timentos intra e extracelular'>.

A producao endogena de ROS ¢ controlada por
mecanismos anti-oxidantes, compostos por enzimas e
doadores de elétrons de baixo peso molecular (como
0 4cido ascdrbico, os a-tocoferois e a glutationa) que
limitam a ac¢@o das ROS por elimina-las ou reparam
modificagdes oxidativas potencialmente danosas a
célula. A relag@o e caracteristicas dos principais anti-
oxidantes em mamiferos estd sumariado na Tabela I.
A Figura I esquematiza as principais vias de produgéo
e degradacdo de ROS atendo-se aos elementos e pro-
cessos iniciais que compdem tais vias.
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Tabela I - Principais anti-oxidantes enzimaticos e niao-enzimaticos em mamiferos

ANTI-OXIDANTES ENZIMATICOS

Superoxido dismutase SODCu/Zn
(SOD) SODMn
Catalase

Glutationa peroxidase
(GSH-peroxidase)

Dismutagdo do O,"- a H,0, no citoplasma ¢ liquido extracelular

Dismutagdo do O,"- a H O, na mitocondria

Distribui¢do intra e extracelular; dismuta o H,O, a H,O ¢ O,

Enzima que contém selénio envolvida na reducdo de varios
perdxidos especialmente peroxidos de lipideos de membrana

formados durante msultos oxidativos severos

Peroxirredoxinas (Prx)

Peroxidase que reduz H,O, e alquil-hidroperoxidos com o uso de

equivalentes redutores fornecidos pela tiorredoxina

Tiorredoxinas (Trx)

Potente oxidorredutase de dissulfetos em proteinas além de

fornecer elétrons para as reagdes catalisadas especificamente pelas
peroxirredoxinas

Glutationa redutase
(GSSG-redutase)

Enzima responsavel pela regeneracao de glutationa oxidada a
glutationa reduzida utilizando o NADPH como co-fator doador de

anions de hidrogénio

ANTI-OXIDANTES NAO-ENZIMATICOS

Acido ascorbico

Potente doador de elétrons distribuido amplamente tanto intra

quando extracelularmente Pode agir como scavengerer per si ou
em conjunto com intermediarios lipossoliveis (0—tocoferdis)

Glutationa

Co-fator doador de elétrons em varias reagdes enzimaticas anti-

oxidantes além de um scavenger per si na regeneragao/protecao
de grupos tiois oxidaveis em proteinas

NADPH/NADP*

Co-fator doador de elétrons em reagdes enzimaticas anti-oxidantes

e pro-oxidantes (NADPH oxidase)

NADH/NAD+

a-tocoferois/acido ascorbico

Co-fator doador de elétrons em reacdes enzimaticas anti-oxidantes

Sistema acoplado de dissipacao de caracteristica radicalar que

limita a peroxidagdo lipidica evitando danos celulares durante
insultos oxidativos severos

NADPH/NADP+: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADH/NAD+: nicotinamida adenina dinucleotideo

3- MODIFICACOES OXIDATIVAS

As ROS sdo mais freqlientemente associadas
a danos oxidativos do que a modulagdo de fendmenos
biologicos. As modificacdes oxidativas reversiveis e
os danos oxidativos diferem apenas na intensidade com
que os fendmenos desencadeados por ROS ocorrem,
ou seja, danos oxidativos ocorrem quando hd modifi-
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cacdes oxidativas numa intensidade muito grande, de
forma sustentada ao longo do tempo e que, portanto,
supera a capacidade anti-oxidante celular levando a
alteracdes funcionais e estruturais descontroladas e
por vezes letais as células. Esta condi¢ado caracteriza
uma intoxicag¢ao por radicais livres que ¢ comumente
conhecida por estresse oxidative. Por outro lado,
os mecanismos de sinalizagdo por ROS envolvem fe-
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Figura 1: Principais vias de produgéo de espécies reativas de oxigénio associadas com os principais mecanismos de degradacéo
das mesmas. SOD: superéxido dismutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; NADPH/NADP*: nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato; NADH/NAD*: nicotinamida adenina dinucleotideo.

ndmenos oxidativos brandos, com aumentos transito-
rios e controlados de tais espécies!®. Uma vez cessa-
do o estimulo, a maquinaria anti-oxidante celular res-
tabelece o estados redox original, sem a ocorréncia e/
ou acumulo de danos oxidativos celulares!>.

As ROS sdo consideradas espécies quimicas
muito pequenas e simples para que sejam reconheci-
das por caracteristicas “estéricas” numa classica in-
teragdo agonista-receptor'’. Logo, sua habilidade de
transmitir sinais quimicos estaria relacionado princi-
palmente a suas propriedades reativas, ou seja, sua
capacidade de reagir especificamente com grupamen-
tos quimicos na superficie de proteinas que possam
ser prontamente oxidadas por baixas concentragdes
de ROS'3. Destacam-se entre tais grupamentos 0s

tiois (R¥SH) que, em pH fisiologico, so sdo pronta-
mente oxidados por H,O, (por exemplo) quando pos-
suem, em proteinas, um baixo pK , existindo na forma
de um anion tiolato (R%S") que precisa ser estabiliza-
do por aminodacidos carregados positivamente na sua
vizinhanga'®. Portanto, espera-se que poucas protei-
nas sejam afetadas por modificagdes oxidativas de-
sencadeadas pelo H,0,°! o que limita o nimero de
proteinas passiveis de serem moduladas pelo estado
de redox. Isto confere, portanto, seletividade aos me-
canismos de sinaliza¢ao por ROS.

Algumas proteinas passiveis de serem afetadas
pelo estado redox foram identificadas tanto intracelu-
larmente quanto na superficie celular. Exemplos de
proteinas intracelulares capazes de serem moduladas
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pelo estado redox incluem as proteinas tirosina fosfa-
tases (PPT) que possuem um residuo de cisteina no
sitio catalitico com um grupamento tiol que exibe um
baixo valor de pK_ (4,7 a 5,4)*2. Quando este residuo
sofre oxidagdo pelo H,0,, ocorre uma inibigao da en-
zima®>2, 0 que pode acarretar em uma redugdo na
taxa de desfosforilacdo de outras proteinas cujas ati-
vidades s@o controladas pelas fosfatases. Na superfi-
cie celular, exemplos de proteinas com sitios redox
sensiveis incluem os receptores glutamatérgicos iono-
tropicos NMDA33. Quando este sitio é oxidado, ocor-
re uma redu¢io na atividade do receptor NMDA?>>34,
sugerindo que a modulagdo pelo estado redox, exclu-
sivamente sobre este receptor, teria um efeito inibito-
rio sobre a transmissdo glutamatérgica mediada por
ele. Recaptadores de glutamato da fenda sinaptica sdo
inibidos por H,O, assumindo aqui um papel facilita-
dor da transmissao glutamatérgica uma vez que au-
mentam a disponibilidade de glutamato na fenda si-
naptica revisado em?°. Logo, o papel das ROS na mo-
dulagdo da transmissdo glutamatérgica parece ser com-
plexo, dependendo de quais mecanismos (facilitado-
res ou inibidores da transmissao) serdo predominante-
mente afetados pelo estado redox no tecido nervoso.

4- ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO
CONTROLE CARDIOVASCULAR E NA NEU-
ROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

A diversidade de ROS que podem ser geradas
apartir do O,"=, assim como a possibilidade de intera-
¢do entre clas e também entre ROS e o sistema
nitrérgico (NO), permite inlimeras possibilidades no
controle da liberagdo, recaptagdo e ligacdo a recepto-
res de neurotransmissores, bem como na interagao entre
neurotransmissores. Angiotensina II e glutamato sao
importantes para o controle da pressdo arterial’3>8,
Assim, conhecer como as ROS podem afetar os si-
nais transmitidos por estes neurotransmissores € im-
portante na compreensao de como o desequilibrio na
geracao/eliminacdo de tais espécies quimicas pode
contribuir para o desenvolvimento e manutengdo de
doencas cardiovasculares.

Em 1988, Pellegrini-Giampietro et al. demons-
traram que a liberacdo de glutamato a partir de fatias
de hipocampo de rato era aumentada quando tais fati-
as eram incubadas com o sistema gerador de O,"-
xantina/xantina oxidase®. Alternativamente, Zoccarato
etal. (1995) demonstraram que o H,0, produzia uma
inibi¢do de longa duracdo na liberacdo de glutamato

82

Espécies reativas de oxigénio no controle neurovegetativo da pressdo arterial
Cardoso LM, Colombari DSA, Menani JV, De Paula PM, Chianca-Jr DA, Colombari E

Ca?"-dependente em sinaptossomos cérebro-corti-
cais®®. Em conjunto, tais achados sugerem que a
prevaléncia na disponibilidade de O,"= ou H,0, alter-
nativamente tem efeitos opostos sobre os mecanis-
mos de liberagao de glutamato. Neste sentido, as ati-
vidades SOD e catalase teriam um papel importante
na determinacao do comportamento de neurénios pré-
sinapticos quanto a liberacao de glutamato. Segundo
Cammack et al. (1991), a atividade de anti-oxidantes
enzimaticos como a SOD e catalase parecem nao
serem as unicas a participarem diretamente na modu-
lagdo da transmissdo glutamatérgica. Esses autores
demonstraram que um efluxo de acido ascorbico ¢
evocado pela recaptacdo de glutamato da fenda si-
naptica supostamente por neurdnios e por células gliais
in vivo®. Assumindo que este acido ascorbico teria
efeito limitante do grau de modificacdes oxidativas na
fenda sinaptica, pode-se sugerir que este fendmeno
teria a funcdo de se opor aos efeitos das ROS sobre a
transmissao glutamatérgica.

Farmacologicamente, os receptores glutamatér-
gicos podem ser subdividos em trés subtipos: os re-
ceptores que sdao ativados pelo acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazilepropionico (AMPA), os re-
ceptores que sdo ativados pelo acido cainico (cainato)
e os receptores que sdo ativados pelo n-metil-p-
aspartato (NMDA). Pos-sinapticamente, a ativagio
de receptores ionotrépicos AMPA/cainato, e em me-
nor extensdo os NMDA, aumenta a permeabilidade
da zona ativa ao Ca?" e ao Zn*". A entrada destes
ions, principalmente o Zn?" liberado juntamente com o
glutamato®’, no neur6nio pos-sinaptico desengatilha a
ativacdo de vias mitocondriais que elevam a produgdo
de O,"- e, conseqiientemente, H,0,*-. Enquanto o
O,= permanece retido no meio intracelular, o H,O,
oriundo da dismutagao do O,"= pode se difundir a par-
tir do ponto onde € produzido, transcendendo os limi-
tes de neur6nios individuais e alcancando neuronios
pré-sinapticos onde teria, por exemplo, efeito inibitorio
sobre a liberacdo adicional de glutamato mediada por
Ca*" . Por outro lado, o H,0, também pode inibir a
recaptacdo de glutamato da fenda sinaptica por mo-
dular negativamente a atividade dos transportadores
localizados nas células gliais que sdo os principais res-
ponsaveis pela finalizacao da transmissao glutamatér-
gica na fenda sinaptica?®6%%, Neste caso, este even-
to pode estar associado a uma facilitagdo da transmis-
sdo glutamatérgica que se opde aqueles mecanismos
pré-sinapticos que inibem a liberacdo de glutamato. A
prevaléncia deste mecanismo explicaria alguns acha-
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dos que sugerem que a liberacao de glutamato na fen-
da sinaptica desengatilha um cldssico mecanismo de
retroalimentagdo positiva uma vez que 0s neuronios
pos-sinapticos sdo recrutados a produzirem mais H,O,
por vias mitocondriais que se difunde, atinge células
gliais e inibe a recaptagio de glutamato!'®%*, Evidénci-
as experimentais sugerem que este mecanismo seja o
responsavel pelo fenomeno de excitotoxicidade que leva
a morte neuronal observada na isquemia/reperfusio®.

A modulag¢ao da transmissao glutamatérgica por
ROS também pode incluir modifica¢des (oxidacao ou
fosforilagdo) de receptores NMDA ionotropicos pos-
sinapticos. Os receptores NMDA participam na neu-
rotransmissao de vias reflexas importantes no contro-
le da pressdo arterial como o barorreflexo®%%. O H,0,,
via ativa¢do da tirosina quinase ROS-dependente®,
pode aumentar o grau de fosforilagdo do receptor

®#  Glutamato
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NMDA o que potencializa a entrada de Ca** na
célula mediada pelo receptor’!. Por outro lado, outros
estudos mostram que receptores NMDA possuem um
sitio modulatorio redox-sensivel que, quando oxidado,
diminui a atividade do receptor™-4. Alguns autores
sugerem que a influéncia das ROS sobre receptores
NMDA pode ter papel importante em determinadas
situacdes patologicas como a isquemia/reperfusao onde
ha um aumento consideravel na produgao de tais es-
pécies com conseqiiente excitotoxicidade mediada pelo
glutamato’3°+64727374 Contudo, o efeito liquido das
ROS sobre a atividade de receptores NMDA em con-
dicdes fisiologicas parece depender de fatores ainda
ndo bem esclarecidos. O conjunto dos principais acha-
dos que mostram como as ROS podem modular a
neurotansmissdo glutamatérgica estd esquematizado
na Figura 2.
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Figura 2: Principais mecanismos e vias de controle da transmissao glutamatérgica por espécies reativas de oxigénio ao nivel
sinaptico As ROS podem afetar a liberagdo de glutamato pré-sinapticamente seu efeito em neurdnios pos-sinapticos e a sua
recaptagéo por células da glia O glutamato é capaz ainda de induzir a formagéo de ROS por vias mitocondriais através da

ativagéo de receptores ionotrépicos AMPA e cainato (ver texto).
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A atividade simpatica periférica ¢ um impor-
tante fator regulador da pressao arterial por controlar
a resisténcia vascular periférica. O aumento na ativi-
dade simpatica ¢ um achado comum em algumas do-
encas cardiovasculares como a insuficiéncia cardiaca
congestiva ¢ a hipertenséo arterial®. Evidéncias expe-
rimentais diretas e indiretas tém sugerindo que a dis-
ponibilidade de ROS em neur6nios de areas cerebrais
envolvidas no controle da atividade simpatica ¢ um
fator importante na manutencao/geragdo do tonus
simpatico periférico?!?>2%7576 Estudos em ratos es-
pontaneamente hipertensos (SHR) mostraram que o
4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil piperidinoxil (tempol), uma
molécula capaz de mimetizar a atividade SOD por
catalisar a dismutagdo do O,=, produz respostas hi-
potensoras quando injetado no RVLM de ratos SHR??
sugerindo que a diminui¢ao da disponibilidade de O,
no RVLM ¢ capaz de reduzir o tonus simpatico peri-
férico. Contudo, a inje¢do de uma substincia que
mimetiza a SOD, além de diminuir a concentragao in-
tracelular de O,"=, também aumenta a concentragao
de H,0,. Desta forma, a abundéncia de H,0O, associ-
ada a diminuigdo de O,", faria com que os mecanis-
mos inibitoérios sobre a liberagdo de glutamato se so-
brepusessem aos facilitatorios de forma a atenuar a
transmissao glutamatérgica e, com isso, diminuir a ati-
vidade simpatica periférica quando da administracao
de tempol no RVLM"778, A inibi¢do da transmissdo
sinaptica ja fora documentada anteriormente em neu-
ronios do hipocampo® o que abre uma questdo impor-
tante acerca de qual fendmeno, excitatdrio ou inibitd-
rio sobre o sistema cardiovascular, prevaleceria num
insulto oxidativo ao nivel bulbar.

Dados de nosso laboratério tém demonstrado
que a injegdo de H,O, no 4° ventriculo de ratos ndo
anestesiados promove uma resposta pressora de cur-
ta duragdo acompanhada por uma resposta bradicar-
dica que pode perdurar por até 24 horas apds a inje-
¢do dependo da dose administrada (Figura 3A). Esta
resposta ao H,O, tem caracteristicas dose-dependente
e o bloqueio farmacologico do sistema nervoso sim-
patico ou parassimpatico alternativamente inibem a
resposta pressora ou bradicardica respectivamente
sugerindo que estes dois componentes do sistema ner-
v0so neurovegetativo sdo ativados simultaneamente
em resposta ao H,0,. A inje¢do prévia de catalase
no 4° ventriculo bloqueia completamente ambas as res-
postas, pressora e bradicardica, sugerindo que tais
respostas ndo sdo secundarias a um aumento local da
pressdo sobre o bulbo ou da pressdo parcial de O,.
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Logo, pode-se sugerir que o H,O, teria um efeito ex-
citatorio sobre as areas vizinhas ao 4° ventriculo le-
vando a um aumento da atividade neuronal e uma ati-
vagdo simpatica e parassimpatica. O H,0, € uma mo-
lécula extremamente difusivel e, portanto, passivel de
afetar uma area relativamente grande a partir do pon-
to onde € injetado. Assim, o H,O, poderia atingir are-
as mais profundas no bulbo, incluindo NA, RVLM e
CVLM. Contudo, acreditamos que os efeitos de uma
inje¢do de H,O, no 4° ventriculo dependeriam mais de
areas dorsais do bulbo, especialmente o NTS. Em ani-
mais anestesiados, inje¢des de H,O, nos subntcleos
comissural (Figura 3B) e intermediario do NTS pare-
cem produzir um efeito simpatoinibitdrio com uma que-
da transitéria e acentuada da pressdo arterial. Esses
resultados, aparentemente sdo contraditérios compa-
rados com aqueles observados com as inje¢des no 4°
ventriculo, mas a anestesia pode ser responsavel por
tal inversao da resposta da pressdo arterial. Essa mes-
ma diferenca de respostas ja foi previamente obser-
vada para o glutamato na presen¢a® e auséncia de
anestesia’’%. Portanto, esses resultados reforcam a
hipétese de que glutamato e ROS poderiam interagir
no controle neurovegetativo da pressao arterial o que
permite diferentes possibilidades de investigagoes com
o objetivo de se compreender o papel da ROS no con-
trole da pressao arterial tanto em condi¢des fisiologi-
cas quanto patoldgicas.

5- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Cada vez mais aumentam as evidéncias de
que as ROS podem atuar como neuromoduladores da
transmissdo sinaptica. A transmissdo mediada pelo
glutamato parece ser fortemente influenciada por tais
espécies num intrincado mecanismo que envolve a li-
beragdo e recaptacdo de neurotransmissores bem
como a ativagdo/modulagdo de receptores e vias de
segundos mensageiros pds-sinapticos. Sendo o gluta-
mato um importante neurotransmissor do circuito
bulbar envolvido nos reflexos de controle da pressao
arterial, o entendimento de como as ROS afetam a
transmissdo glutamatérgica nestas areas pode aju-
dar na compreensdo de como a pressao arterial ¢ afe-
tada por tais espécies e como um desequilibrio no es-
tado redox pode levar a doengas cardiovasculares
como a hipertensdo. Dentre tais espécies, o superoxi-
do (O,") € o peroxido de hidrogénio (H,O,) parecem
ser os principais envolvidos na sinalizagdo mediada
por ROS.
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O H,0, pode ter um papel importante nas vias
de controle neural da pressdo arterial uma vez que
pode oxidar sitios especificos em proteinas chave que
modulam a atividade de neur6nios envolvidos no con-
trole, em ultima andlise, tanto da atividade simpatica
quanto da atividade parassimpatica. Em outras pala-
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vras, quando em baixas concentracdes e sob condi-
¢Oes controladas por anti-oxidantes, o H,O, pode con-
trolar vias de proteinas quinases, fatores de transcri-
¢d0 e canais i0nicos que podem afetar a liberagao,
recaptagdo e transdug@o do sinal gerado pelo gluta-
mato. Os resultados de nosso laboratério indicando que
inje¢oes centrais de H,O,
podem afetar tanto o sim-
patico quanto parassimpa-
tico estdo de acordo com
a hipétese de que as ROS
poderiam modificar a neu-
rotransmissdo bulbar. Os
resultados indicam que o
efeito final tanto sobre a
atividade simpatica quan-
to sobre a atividade paras-
simpatica sejam excitato-
rios. Contudo, ainda nao
esta claro se o efeito do
H,O, sobre a atividade
simpatica ¢ resultado de
uma facilitacdo da libera-
¢do de glutamato em neu-
ronios do RVLM ou se ¢

; llti-*:‘l"'lllﬁn"l'ﬂ-l resultado da prevaléncia

305 de mecanismos inibitdrios
sobre neurénios do NTS
ou CVLM nas vias baror-
reflexas em animais ndo
anestesiados. Assim, dese-
quilibrios no estado redox,
como o estresse oxidativo,
poderiam modificar a ati-
vidade do sistema nervo-
SO neurovegetativo e con-
tribuir para o desenvolvi-
mento de doengas cardio-
vasculares .
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species in the autonomic control of the blood pressure. Medicina (Ribeirdo Preto) 2006; 39 (1): 77-88.

Abstract: The control of the blood pressure depends on the activity of select groups of neurons
present in the central nervous system. Evidence has demonstrated that the redox state (a balance
between oxidizing and reducing species) is involved in the control of neuronal activity, which
suggests that the redox state can influence the neuronal transmission within the central nervous
system acting on the neuronal modulation of biological functions. For instance, the glutamatergic
transmission may be widely affected by reactive oxygen species, oxidizing agents that have been
extensively investigated due to their involvement in physiological and pathological processes. In
the present article, we discuss the main experimental finds that support the hypothesis that
reactive oxygen species have important role in physiological (and pathological) modulation of the
cardiovascular function through alterations in the sympathetic and parasympathetic system. There-
fore, reactive oxygen species can actively participate in the development of cardiovascular dis-

Espécies reativas de oxigénio no controle neurovegetativo da pressdo arterial
Cardoso LM, Colombari DSA, Menani JV, De Paula PM, Chianca-Jr DA, Colombari E

eases like hypertension when the balance in the redox state is disrupted.

Keywords: Reactive Oxygen Species. Glutamate. Cardiovascular Regulation. Hydrogen

Peroxide.
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