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Zanella RC. Administracao intracerebroventricular de perdxido de hidrogénio: efeitos
sobre a ingestdo de dgua, excre¢do renal e alteragdes cardiovasculares induzidas por
aumento da osmolaridade plasmaética [Dissertacdo de Mestrado] Araraquara: Faculdade

de Odontologia da Araraquara, UNESP; 2013

RESUMO

As espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas endogenamente podem atuar em
areas centrais modulando respostas autondmicas e comportamentais. Estudos recentes
demonstraram que uma espécie reativa de oxigénio, o perdxido de hidrogénio (H,O),
injetado no ventriculo lateral (VL) reduz resposta pressora induzida pela injecao central
de angiotensina II. No presente estudo investigamos os efeitos do H,O, sobre a resposta
dipsogénica, pressora e sobre as alteragdes na excre¢do renal induzidas por aumento da
osmolaridade plasmatica pela administracdo intragastrica (ig) de NaCl 2 M (2 ml) .
Ratos Holtzman (280 — 320 g) com canulas de aco inoxidavel implantadas no VL foram
utilizados. Injecdes de H,O, ou PBS foram realizadas no VL. As inje¢des de H,O; (2,5
ou 5 umol/1 pl) no VL reduziu a ingestao de dgua induzida por NaCl2 M ig (3,1 £ 0,7 ¢
3,5+ 1,1 ml, vs. PBS: 8,6 = 1,0 e 7,6 0,5 ml/2 h, p < 0,05, respectivamente) ¢ a
natriurese (609,2 + 82,9 e 1290,7 + 80,5, vs. PBS: 876,4 £ 129,5 e 1443,6 + 67,5 pEq/2
h, p < 0,05, respectivamente). Por outro lado a diurese e a resposta pressora apos
gavagem de NaCl 2 M ndo foram alteradas pelo tratamento prévio com H,O,. Nossos
dados sugerem um papel inibitorio para o H,O, agindo centralmente na ingestdo de
agua e na natriurese, sem alterar a resposta pressora induzida por hiperosmolaridade

plasmatica.

PALAVRAS CHAVE: Natriurese. Ingestdo de liquidos. Ratos. Sede. Agua.



Zanella RC. Intracerebroventricular administration of hydrogen peroxide: effects on
water intake, renal excretion and cardiovascular changes induced by plasma
hyperosmolality [Dissertacdo de Mestrado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP, 2013

Abstract

The reactive oxygen species (ROS), produced endogenously in central areas may act by
modulating autonomic and behavioral responses. Recent studies have shown that a
reactive oxygen species, hydrogen peroxide (H»0,), injected into the lateral ventricle
(LV) reduces pressor response induced by central injection of angiotensin II. In the
present study we investigated the effects of H,O, on the dipsogeni and pressor
responses and on the changes in renal excretion induced by the increases in plasma
osmolality by intragastric administration (ig) of 2 M NaCl (2 ml). Holtzman rats (280 -
320 g) with stainless steel cannula implanted in the LV were used. H,O, or PBS
injections were made in the LV. Injections of H,O, (2.5 or 5 umol/1 pl) in the LV
reduced water intake induced by ig 2 M NaCl (3.1 £ 0.7 and 3.5 + 1.1 ml, vs. PBS: 8.6
+ 1.0 and 7.6 £ 0.5 ml/2h, P <0.05, respectively) and natriuresis (609.2 = 82.9 and
1290.7 + 80.5, vs. PBS: 876.4 + 129.5 and 1443.6 £ 67.5 pEg/2 h, p < 0.05,
respectively). However, diuresis and pressor response after ig 2 M NaCl were not
altered by the pre-treatment with H,O,. The present data suggest a inhibitory role of
central HO, in water intake and natriuresis without changing the pressor response

induced by plasma hyperosmolarity.

KEYWORDS: Natriuresis. Fluid intake. Rats. Thirst. Water.
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1 Introducéo

A manutencdo da composicdo e do volume dos liquidos corporais dentro de uma
faixa de variacdo restrita € fundamental para manter a pressdo sanguinea adequada
garantindo a perfeita irrigacéo tecidual. A dgua esté distribuida no organismo em dois tipos
de compartimentos: o compartimento intracelular e o extracelular, sendo que a maior parte
dessa agua se concentra no compartimento intracelular. O volume e a composicdo do
compartimento extracelular sdo determinados em grande parte pelo equilibrio entre a
ingestdo e a excrecdo de agua e eletrolitos, em especial o sédio que representa o principal
fator osmético deste compartimento. As variacdes de volume e da osmolaridade dos
liquidos corporais constituem um dos sinais que permitem que a excrec¢do urinéria de sédio
e agua varie apropriadamente de acordo com as flutuagbes da sua ingestdo. Devido a sua
capacidade Unica de excretar seletivamente agua e sédio, os rins constituem elementos
vitais para a manutencao da volemia e da osmolaridade dos liquidos corporais.

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na regulagéo
cardiovascular e no controle da ingestéo de agua e excrecdo de eletrélitds & aguas
variagcbes de volume ou da composicdo do compartimento do fluido extracelular s&o
facilmente detectados pelo sistema nervoso central (SNC). Alteragbes nas concentracdes
plasméaticas de horménios circulantes, como a angiotensina Il (ANG IlI) e os sinais
provenientes osmorreceptores, barorreceptores e receptores cardiopulmonares alertam o

SNC para tais alteragdes.

Circuitos neurais envolvidos no aumento da osmolaridade plasmatica

Dados da literatura mostram que o aumento da osmolaridade plasmética promove
ativacdo dos osmorreceptores centrais, localizados nos 6rgdos circunventriculares, em
especial 0 6rgéo subfornical (OSF) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal SVAT)
Alteracbes na osmolaridade sdo percebidos pelos osmorreceptores centrais que ativam
neurénios de determinados nucleo hipotalamicos envolvidos no equilibrio hidroeletrolitico
e cardiovascular, como o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e o ndcleo supra-
optico (SON), os quais estdo relacionados com secrecdo de vasopressina (AVP) e

4,10
a.

ocitocin Com o aumento da osmolaridade plasmatica € observada ingestdo de agua que

é decorrente da ativacdo dos osmorreceptores céntrais a lesdo do OSF reduz a



ingestdo de agua induzida por aumento da osmolaridade plaéfiréiéra da ingestdo de

agua, o aumento na osmolaridade plasmética pode também induzir natriurese. O
mecanismo pelo qual o aumento da osmolaridade plasmatica induz natriurese ndo esta
totalmente esclarecido, no entanto, um possivel mecanismo envolvido é a liberacdo de
ocitocina (OT), que € um homénio liberado em situacdes de aumento da osmolaridade
plasmatica, responsavel por induzir natriutés&*> A OT por sua vez, além de promover
diretamente natriurese, também promove a liberagédo do peptideo natriurético atrial (ANP),
um potente horménio natriurético Aumentos na pressédo artetidl*’ na secrecdo de
vasopressind®e na atividade simpatit&*>'sdo também observados quando ha um
aumento da osmolaridade plasmatica.

Existem varias abordagens experimentais para induzir aumento da osmolaridade
plasmética, dentre elas estdo a infusdo intravenosa de salina hipertonica, privacao hidrica
por 24 a 48 horas, utilizacdo de diuréticos ou sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. Neste
protocolo experimental a concentracdo de sodio e a osmolaridade plasmatica aumentam
4%, sem alteracdo do volume plasmatico pelo menos no periodo de 1 h apds a

administracdo intragastrica da solucao hipertdhica

Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas por suas propriedades
microbicidas, compreendem espécies quimicas endogenamente produzidas pelo organismo
como os radicais livres super6xido.{Q e o peréxido de hidrogénio £8,)**°% A alta
capacidade oxidante destas espécies atribui-lhes propriedades destrutivas para as células,
sendo freqiientemente associadas & morte celular e ao processo deZ?Apoptatespeito
de seu potencial citotoxico quando em altas concentracdes, varias linhas de pesquisa tém
demonstrado experimentalmente que tais espécies, quando em baixas concentragoes,
podem participar na sinalizacao intra e intercelular, agindo conjuntamente com mediadores
quimicos classicos como a ANG I, noradrenalina e glutathato

No SNC, foi descrito que as agles dipsogénicas e cardiovasculares da ANG II, em
camundongos, sdo dependentes do aumento da producéo de radiqais @eurdénios dos
6rgdos circunventricular®®® No mecanismo proposto, a ativacdo de receptores

angiotensinérgicos, do subtipo ATpela ANG II, desengatilha uma cascata bioquimica



intracelular que leva & ativacdo do complexo enzimatico NADPH oxifads&ima vez

ativada esta enzima catalisa a transferéncia de dois elétrons da molécula dé¢ pEkRH

duas moléculas de oxigénio formando, dessa maneira, dois radicai® Guperoéxido foi
identificado como um EROs pivd nos efeitos centrais da ANG Il utilizando um modelo de
animal transfectado. Neste modelo animal (camundongo), particulas virais (adenovirus)
carregando genes que codificam a enzima superéxido dismutase (SOD), uma enzima
responsavel pela dismutacdo do superoxido e, ¢ oxigénio, sdo transfectados em
neurénios dos Orgaos circunventriculares, por meio de inje¢cdo no ventriculo lateral. Como
resultados, os neurdnios transfectados passam a super-expressar a SOD diminuindo a
disponibilidade do @ formado quando o sistema NADPH oxidase é ativado pela ANG
11°%%% A reducdo substancial tanto na resposta dipsogénica quanto nas cardiovasculares
sugere fortemente que a geracdo de EROs dependente de ANG Il é um evento importante
para os efeitos bioldgicos da ANG Il centralméhté Entretanto, os autores que utilizaram

esta técnica ndo levaram em consideracdo que apesar do aumento na atividade SOD
diminuir, inquestionavelmente, a disponibilidade de&’ O também aumenta a
disponibilidade de kD, quando o complexo NADPH oxidase é acionado pela ANG Il
Neste caso, € possivel que os efeitos observados (reducdo da ingestdo de agua e resposta
pressora a ANG Il em ratos com superexpressdo da SOD), sejam decorrentes de um
aumento na disponibilidade de®} (Esquema 1).

Racl

NAD{P}H

NAD(p)y

_ ox,‘daSe - SOD
Racl NAD({P} 0, @

G
& ’ %
@’é&.

Receptor

Esquema 1- Esquema proposto para as acoes inibitériagldeim células apés a

estimulacdo angiotensinérgica (adaptado de Zimmerman’2Go4).



De fato, estudos recentes do nosso laboratdrio demonstraram que a resposta
pressora induzida pela injecdo central de ANG Il foi fortemente reduzida pela injecéo
prévia de HO, e de 3-amino-1,2,4-triazole (inibidor da catalase), o qual aumenta os niveis
de HO, enddgeno, sugerindo que o aumento nos niveis tanto exdgeno quanto endégeno de
H,0, modulam a resposta pressora central da ARG I

Foi também descrito que o B, além da interacio com o sistema
angiotensinérgico, pode também interferir com o sistema colinérgico. Estudos em atrio
isolado de rato demonstraram que a formacédo de EROs, incluingd,ppgfomovia uma
reducdo dos efeitos do carbacol (agonista colinérgico) e acetilcolina no receptor
muscarinico M2 cardiatd De maneira semelhante, estudos realizados em glandulas
parétidas de ratos demonstraram que,@;Hbode atenuar a secrecdo de amilase induzida
pelo carbacol por reduzir a mobilizacdo de’*'Catracelular, que é essencial para o
processo de exocitose da amifiseEsses dados sugerem que @OH modula
negativamente as acgbes do carbacol e da acetilcolina, seja por interferir diretamente no
receptor muscarinico ou por reduzir os efeitos intracelulares decorrentes da ativacdo de
receptores muscarinicos.

Dados da literatura sugerem que estimulacdo dos osmorreceptores centrais ativa
vias colinérgicas e/ou angiotensinérgicas para promover seus efeitos no aumento da
ingestdo de agua, na presséo arterial e atividade simpética e no aumento nos fatores de
transcricdo da familia AP1, como por exemplo, a proteina ¢:£58283%3433pgrtanto,
uma vez que o ¥, modula as acOes angiotensinérgicas e colinérgicas € possivel que
também influencie a ingestdo de agua, a excrecdo renal de agua e eletrélitos e a resposta
pressora induzida por aumentos da osmolaridade plasmética. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi investigar se @Ok modula centralmente a ingestdo de agua, a
excrecdo renal de agua e eletrélitos e a resposta pressora induzida por aumentos da

osmolaridade plasmatica.



2 Objetivos

Estudar os efeitos da injecdo intracerebroventricular (icv) @, ldobre as
respostas dipsogénica, natriurética, diurética e pressora induzidas pela administragédo
intragastrica de NaCl 2 M.



3 Material e Método

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, pesando entre 280 — 320 g fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP, campus
de Araraquara. Os animais foram mantidos com agua de torneira e racado gradulada
libitum em gaiolas individuais. Os protocolos experimentais deste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara/lUNESP (processo no. 11/2012).

3.2 Implante de canulas no ventriculo lateral

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80 mg/kg de peso
corporal, Cristélia, Itapira, SP, Brasil,) combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal,
Agener Unido, Embu-Guacgu, SP, Brasil,) intraperitonealmente (i.p.) e adaptados a um
aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). Apés a incisédo longitudinal da pele e do tecido
subcutaneo da cabeca, o periésteo foi afastado, as suturas de bregma e lambda foram
expostas e serviram como referéncia para nivelamento da cabeca do animal. Apds
determinar o ponto de introducdo da céanula de ago inoxidavel (10 x 0,6 mm d.i.), foi
executada a trepanacdo da abObada com auxilio de uma broca esférica. Através desse
orificio, a canula foi introduzida baseada nos parametros estereotaxicos do Atlas de Paxinos
e Watsof® (1986), a saber: AP = 0,1 mm rostral ao bregma; L= 1,4 mm lateral ao bregma;
V = 3,3 mm abaixo da superficie do 0osso. As canulas foram fixadas nas cabecas dos ratos
com parafusos e resina acrilica e foram administradas uma dose profilatica intramuscular
(0,2 mL/rato) de pentabidtico veterinario — pequeno porte (benzilpenicilina 80.000 Uls e
estreptomicina — 33 mg, Fort Dodge Saude Animal Ltda) e uma injecdo subcutanea de
analgeésico/anti-inflamatério (cetoprofeno 1% - 0,1 mL/rato). Os experimentos iniciaram-se

6-7 dias apos o implante de canulas no VL.



3.3 Inje¢cdes no VL

As injecBes no VL foram realizadas com seringa de microlitro Hamiltorul{10
conectada a uma céanula injetora de aco inoxidavel com 12 mm de comprimento (2 mm a
mais que a canula guia implantada em dire¢cdo ao VL), através de um tubo de polietileno
(PE-10). O volume injetado foi de 1 pl em todos os protocolos experimentais.

3.4 Aumento da osmolaridade plasmatica

O aumento da osmolaridade plasmatica foi feito com gavagem intragdastrica (ig) de
NaCl 2 M (2 ml), que produz elevacdo de 4% da osmolalidade plasmatica e da
concentracdo de sédio plasmatico. Esse forte estimulo reduz a atividade da renina
plasmética, mas ndo alteram os volumes plasmaticos, indicando que o volume do
compartimento extracelular ndo é alterado por este procedithedtogrupo controle foi
utilizada a sobrecarga de NaCl isoténico (0,15 M; 2 ml). A sobrecarga foi administrada em

animais conscientes e com pequena contencdo de movimentos.

3.5 Drogas e solugdes utilizadas

- Perdxido de hidrogénio (2,5 pumol ou 5 pmol/ 1 pl);
- PBS (salina tamponada — veiculo);

- NaCl 0,15 ou 2 M.

3.6 Medida da ingestao de liquido

A quantidade ingerida de liquido nos protocolos experimentais foi quantificada

através de buretas de vidro graduadas em 0,1 ml e adaptadas com um bico de metal.

3.7 Medida da ingestao de racéo

A quantidade ingerida de racao foi quantificada através de comedouros contendo

racao que foram pesados numa balancga de precisao.



3.8 Medida da excrecéo urinaria

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas e a urina foi coletada por
gravidade em tubos graduados em 0,1 ml. As amostras de urina foram analisadas em um
analisador de N&K™ (NOVA 1, Nova Biomedical). A excrecdo total de 'Na K foi

calculada como concentracgéo de Ma” multiplicado pelo volume urinario

3.9 Medida da presséo arterial e freqiiéncia cardiaca

A pressédo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram registradas em
ratos ndo anestesiadd® dia anterior ao experimento, os animais foram anestesiados com
uma mistura de cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/ kg de peso
corporal) para a cateterizacdo da artéria femoral, para o registro das variaveis
cardiovasculares. Ao final da cateterizacdo da artéria, o cateter foi exteriorizado no dorso
do animal, na regido proxima a escapula, e suturada na pele do mesmo. No dia seguinte, o
cateter foi conectado a um transdutor de presséo (Statham Gould, Cleveland, OH, USA),
acoplado a um amplificador (ETH-200, CB Sciences Inc, Dover, NH, USA) e a um sistema
de aquisicdo e analise de dados (PowerLab, ADInstruments, Sydney, AUS). A presséo
arterial pulsétil (PAP) foi registrada e simultaneamente derivada da PAM a partir do sinal
de PAP, a FC foi calculada como a frequiéncia instantanea do sinal de PAP.

3.10 Histologia

Ao final dos experimentos, sob anestesia profunda (tiopental sédico, 80 mg/kg, ip),
0 coracgdo dos animais foi exposto cirurgicamente, realizando-se uma perfusdo com solugéo
de formalina a 10%. A seguir, os cérebros foram retirados e mergulhados no mesmo agente
fixador por pelo menos 72 h. Posteriormente, utilizando um micrétomo de congelamento
(Leica SM 2000 R) os ceérebros foram seccionados em cortes coronaigioe &rados

pela técnica de Giemsa para posterior analise em microscopio optico.



3.11 Analise estatistica
Os dados foram expressos como média + EPM e analisados por andlise de variancia
de uma ou duas vias (ANOVA), de acordo com o indicado, associadas ao teste Student-

Newman-Keuls, assumindo-se p < 0,05.
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4 Protocolos Experimentais

4.1 Efeito da administracdo de KO, no VL sobre a resposta dipsogénica

induzida pela gavagem intragastrica de NaCl 2 M

Os animais foram submetidos a 4 experimentos com um intervalo de pelo menos 3
dias entre eles e receberam os seguintes tratamentos: NaCl 0,15 M + PBS, NaCl 2 M +
PBS, NaCl 0,15 M + pD, e NaCl 2 M + HO,. NaCl 2 M ou 0,15 M foram administrados
ig, enquanto kD, ou PBS foram injetados no VL.

Em cada experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que metade do
grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu outro
tratamento. A seqiéncia dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatéria e ao final
dos 4 experimentos todos os ratos receberam todos os tratamentos. Inicialmente, foi
realizado o procedimento de gavagem ig de NaCl 2 M ou 0,15 M (2 ml). Apés 1 h, foi feita
microinjecdo no VL de kD, (2,5 ou 5umol/1 pl) ou PBS (salina tamponada, |0).
Imediatamente apés a injecdo dgOklou PBS as buretas de agua foram oferecidas aos
animais e as medidas foram feitas aos 30, 60, 90, 120 minutos. Durante todo o experimento

0S animais nao tiveram acesso a ragao.

4.2 Efeito da administracdo de HO, no ventriculo lateral sobre a ingestao
de sacarose 2% ou racéo.

4.2.1 Ingestao de sacarose 2% e agua

Os animais foram submetidos a dois experimentos com um intervalo de pelo menos
trés dias entre eles e receberam os seguintes tratamentos: PBS,ow0 WL. Em cada
experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que metade do grupo recebeu
um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu outro tratamento. A seqliéncia
dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatoria e ao final dos dois experimentos

todos os ratos receberam todos os tratamentos.
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Os animais foram treinados a ingerir sacarose 2%, tendo acesso a essa solugéo
diariamente por 2 h durante sete dias (sempre no mesmo horério), juntamente com acesso
as buretas de agua. No dia do experimento foi feita microinje¢cdo no VO35 ou 5
pmol/1 pl) ou PBS (salina tamponada,pd). Apds 1 minuto buretas de agua e sacarose
foram simultaneamente oferecidas aos animais e as medidas foram feitas aos 30, 60, 90,

120 minutos. Durante todo o experimento 0s animais nao tiveram acesso a racao.

4.2.2 Ingestao de racéo e agua

Os animais foram submetidos a dois experimentos com um intervalo de pelo menos
trés dias entre eles e receberam os seguintes tratamentos: PBS,cw L. Em cada
experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que metade do grupo recebeu
um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu outro tratamento. A seqliéncia
dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatoria e ao final dos dois experimentos

todos os ratos receberam todos os tratamentos.

Nesse grupo experimental, os animais foram privados de racédo 24 horas antes da
realizacdo do experimento,® ou PBS foi injetado 1 minuto antes dos animais receberem
os comedouros de racdo e buretas graduadas de agua. A ingestdo de racdo e agua foram

mensuradas aos 30, 60, 90, 120 minutos.

4.3 Efeito da administracdo de HO, no VL sobre a excrecao renal de Na
e K' e volume urinario em ratos tratados com gavagem de NaCl 2 M ou
0,15 M

Os animais foram submetidos a 4 experimentos com um intervalo de pelo menos 3
dias entre eles conforme descrito anteriormente. Apds 24 h de privacdo de alimento com
agua disponivel, os animais foram submetidos a administracdo ig de NaCl 2 M ou 0,15 M
(2 ml). Simultaneamente as gavagens foi realizada a microinjecdo no VAOgé25 ou 5
pmol/1 pl) ou PBS (salina tamponada,ul), e os animais foram recolocados nas gaiolas

metabdlicas. A urina excretada foi coletada a cada 60 min, por um periodo de 120 min.
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4.4 Efeito da administracdo de HO, no VL sobre a resposta pressora
induzida pela gavagem intragastrica de NaCl 2 M

Os experimentos foram realizados no dia seguinte a canulacdo da artéria femoral em
ratos ndo anestesiados. Apos 20 min de registro basal da PAM e FC, foi feita a gavagem ig
de NaCl 2 M ou 0,15 M. Um grupo recebeu NaCl 2 M, e logo apds a gavagem, foi feita a
microinjecdo no VL de kD, (2,5 umol/1 pl), outro grupo recebeu NaCl 2 M seguida da
microinjegdo de bD, (5 pmol/1 pl) e outro grupo recebeu NaCl 2 M seguida da
microinjecdo de PBS (ful). O grupo que recebeu NaCl 0,15 M, apenas PBfl)(1oi
injetado no VL. As variaveis cardiovasculares foram registradas por mais 60 min em todos

0S grupos apos as injecdes no VL.
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5 Resultado

5.1 Localizacéo histolégica das canulas no VL

A figura 1 mostra o local tipico da microinjecdo no VL. Conforme demonstrado
pela andlise histoldgica, a injecdo no VL dgfindo produziu nenhuma lesédo no tecido

neural que poderia afetar as respostas observadas.

Figura 1-Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo de um rato representativo
dos grupos testados mostrando o local da microinjecao, indicado pela seta, no ventriculo
lateral (VL), (barra = 2,0 mm).
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5.2 Efeitos da administracéo de KD, no VL sobre a resposta dipsogénica

induzida pela gavagem intragastrica de NaCl 2 M (2 ml)

A Figura 2 mostra que a injecdo no VL deQh reduziu significativamente a
ingestdo de agua induzida pela gavagem ig de NaCl 2 M, na dose ded?,&,1 + 0,7,
vs. PBS 8,6 = 1,0 ml/2 h)f- (3,21) = 29,791; p<0,05] (Figura 2A) ou na dose maior de 5
umol (3,5+ 1,1, vs. PBS 7,6 ml £ 0,5 ml/2 [§,(3,18) = 18,8; p<0,05] (Figura 2B).

[os]

—O— NaCl 0,15 M + PBS

—@— NaCl2 M + PBS n=8
—/>— NaCl 0,15 M + H,0, (2,5 umol)
—A— NaCl2 M + H,0, (2,5 pmol)

NaCl 0,15 M + PBS
NaCl2 M + PBS
NaCl 0,15 M + H,0, (5 umol)
NaCl2 M + H,0, (5 pmol)
* *

b 90

*#

Ingestdo cumulativa de agua (ml)

0 30 60 90 120 0 15 30 60 90 120
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2 - Efeito do pré-tratamento com (A)Qd (2,5 umol/1 pl) ou PBS e (B) HO, (5

umol/1 ul) ou PBS no ventriculo lateral sobre a ingestdo cumulativa de 4gua ap6s gavagem
intragastrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M.,
n= namero de animais. * diferente de NaCl 0,15 M + PBS, # diferente de NaCl 2 M + PBS.



15

5.3 Efeito da administracéo de HO, no ventriculo lateral sobre a ingestao

de sacarose 2% ou racéo

5.3.1 Efeito da administragcdo de kD, no ventriculo lateral sobre a

ingestao de sacarose 2%

Na figura 3A podemos observar que a injecdo no VL #8, K2,5 umol/1 pl) ndo
alterou a ingestao de sacarose 2% (3,3 + 1,4, vs. PBS 5,4 + 2,3 ml/2 h), bem como a
ingestdo de agua (0,06 + 0,06 ml, vs. PBS 0,3 + 0,2 ml/2 h) que ocorreu concomitante a
ingestao de sacarose 2% (Figura 3B). Por outro lado, na Figura 3C podemos observar que
H,0; (5 umol/1 ul) no VL reduziu a ingestéo de sacarose 2% comparada a injecdo de PBS
(0,7 £ 0,4, vs. PBS 5,1 £ 1,6 ml/2 Iy, (1,4) = 8,338, p<0,05] sem alterar a ingestédo de
agua (0,04 + 0,02, vs. PBS 0,6 ml = 0,3 ml/2 h), (Figura 3D).



-/~ H,0, (2,5 pmol) n=7
81 -e—pss

90 120

Ingestdo cumulativa de sacarose 2 % (ml)

Tempo (min)

—/>— H,0, (5 pmol) n=5
8 - —@— PBS

0 15 30 60 90 120
Tempo (min.)

Ingestdo cumulativa de sacarose 2 % (ml)

Ingestéo cumulativa de agua (ml)

Ingestao cumulativa de agua (ml)

—/— H,0, (2,5 pmol)
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n="7
—&@— PBS
6 9
4 4
2 1
0 P00 = _: 2
0 30 60 90 120
Tempo (min)
8 1 —/~ H,0, (5 pmol) n=5
—&@—- PBS
6 1
4 4
2 9
.42—& —& & ®
0 A AN AS ‘AN
0 15 30 60 90 120

Tempo (min.)

Figura 3 - Efeito do pré-tratamento com (A e BB (2,5 umol/1 ul) ou PBS e (C e D)

H20, (5 umol/1 ul) ou PBS no ventriculo lateral sobre a ingestdo cumulativa sacarose 2% e

agua. Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M., n= nimero de animais.

* diferente de PBS.
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5.3.2 Efeito da administracdo de kD, no ventriculo lateral sobre a
ingestao de racao

Nas Figuras 4A e 4B, respectivamente, podemos observar e(25 umol /1
ul), ndo alterou a ingestdo de racdo (8,2 + 2, vs. PBS 11 £ 1,6 g/2 h), mas reduziu a
ingestdo de 4gua que acompanha a ingestdo de racdo (4,9 £ 1,5, vs. PBS 11 + 1,7 ml/2 h),
[F (1,4) = 5,612; p<0,05] De maneira semelhante, a injecdo central £&, Kb umol /1
ul) ndo alterou a ingestéo de ragéo (10,3 = 0,6, vs. PBS 10,7 £ 0,9 g/2 h), porém reduziu a
ingestdo de agua associada a ingestdo de alimento (8,2 + 0,8, vs. PBS 12,7 £ 1,2 ml/2 h),
[F (1,10) = 12,852; p<0,05] (Figura 4C e D, respectivamente).
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Figura 4 - Efeito do pré-tratamento com (A e BOK (2,5 umol/1 ul) ou PBS e (C e D)
H,O, (5 umol/1 pl) ou PBS no ventriculo lateral sobre a ingestdo cumulativa de racéo e
agua em ratos privados 24 h de racdo. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M.,

n= nUmero de animais. * diferente de PBS.
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5.4 Efeito da administracdo de HO, no ventriculo lateral sobre a
excrecdo renal de N§ K* e volume urinario em ratos tratados ou nao

com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M

A gavagem ig de NaCl 2 M promoveu um aumento no volume urinario, bem como,
na excrecdo de Na K" (Figuras 5 e 6). O tratamento comQ4 ndo alterou o volume
urinario em nenhuma das doses utilizada®,H2,5 umol: 4,1 £ 0,5, vs. PBS 5 + 0,6 ml/2
h e HO, 5umol: 5,2 + 0,3, vs. PBS 5,7 + 0,3 ml/2 h), (Figuras 5A e 6A). A injecdo central
de HO, atenuou significativamente a natriurese induzida pela gavagem ig de NaCl 2 M,
tanto na dose de 2imol (609,2 + 82,9, vs. PBS 876,4 + 129Bqg/2 h),[F (3,21) =
39,025; p<0,05] (Figura 5 B), como na dose deumol (1.290,7 + 80,5, vs. PBS 1.443,6 +
67,5uEqg/2 h),[F (3,33) = 117,562; p<0,05] (Figura 6 B). Em relacdo a caliurese, apenas
H,0, de 2,5umol reduziu significativamente a excre¢do dg(%7,1 + 10,7, vs. PBS 95,5 +
18,1uEQq/2 h),[F (3,21) = 39,179; p<0,05] (Figura 5C).
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Figura 5- Efeito do pré-tratamento comQd (2,5 umol/1 ul) ou PBS ventriculo lateral

sobre as alteracdes no (A) volume urinario, (B) excrecdo de sbédio e (C) excregdo de
potéassio apds gavagem intragastrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estdo expressos
como média + E.P.M., n= numero de animais. * diferente de NaCl 0,15 M + PBS,

# diferente de NaCl 2 M + PBS.
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Figura 6- Efeito do pré-tratamento corpd (5 umol/1 ul) ou PBS ventriculo lateral sobre

as alteracdes no (A) volume urinario, (B) excrecédo de sddio e (C) excrecdo de potassio apds
gavagem intragastrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estdo expressos como média
+ E.P.M., n= nimero de animais. * diferente de NaCl 0,15 M + PBS, # diferente de NaCl 2
M + PBS.
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5.5 Efeito da administracdo de HO, no VL sobre a resposta pressora

induzida pela gavagem intragastrica de NaCl 2 M

Na Figura 7A podemos observar que a gavagem ig de NaCl 2 M promoveu aumento
significante na PAM em animais tratados coa®fou PBS no VLF (3,216) = 18,240;
p<0,05]. A gavagem ig de NaCl 2 M ndo promoveu alteragdes significativas na FC dos
ratos tratados com PBS ou®4 no VL [F (3,216) = 9,347] (Figura 7B).

—{1~ NaCl2 M + H,0, (2,5 pmol) (n= 8)

A PAM (mmHg)

—@— NaCl2 M + PBS (n=8) B — 1~ NaCl2 M + H,0, (2,5 pmol) (n=8)
—/\— NaCl 2 M + H,0, (5 pmol) (n=7) —@— NaCl 2 M + PBS (n=8)
=0~ NaCl 0,15 M + PBS (n = 8) —/> NaCl 2 M + H,0, (5 pmol) (n=7)
14 + 80 9 —O— NaCl0,15M + PBS (n=8)
12 4 60 -
101 40 1
8 1 T
S 20 1
6 1 5,
N Q ol
<
2 4 -20 1
0 -40 1
-2+ T T T T T T J -60 y y y y y y J
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Figura 7- Efeito do pré-tratamento corpdd (2,5 ou 5umol/1 ul) ou PBS ventriculo lateral
sobre as alteracdes na (A) pressédo arterial média e (B) frequéncia cardiaca apds gavagem
intragastrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M.,

n= nUmero de animais.* diferente de NaCl 0,15 M + PBS.
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6 Discussao

Os resultados do presente estudo mostramnjegbes centrais de,B, reduziram
a ingestdo de agua e a natriurese induzidas por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. A
resposta pressora bem como a diurese ndo foram alteradas pelo tratamento prévio com
H202.

O aumento da osmolaridade plasmatica induz ingestdo de agua devido a ativacao
dos osmorreceptores centrais, situados nos 6rgaos circunventriculares, como o OSF e o
OVLT®%*. Dados da literatura demonstraram que a lesdo do OSF reduz a ingestdo de agua
induzida por aumento da osmolaridade plasmitieaa lesdo da regido anteroventral do
terceiro ventriculo, que inclui o OVLT, também reduz a ingestdo de agua induzida por
hiperosmolaridadd. Além da ativacdo direta de osmorreceptores pelo aumento da
osmolaridade plasmatica, dados da literatura demonstraram que parte da resposta
dipsogénica da administragdo intragastrica com salina hiperténica € também dependente da
ativacdo do sistema renina-angioten&ifia o qual promoveria ativacéo de seus receptores
em locais livres de barreira hematoencefélica, como os érgaos circunventriculares, dentre
eles 0 OSF e OVLT. Recentemente, Lauar &t €010) demonstraram quex® no VL
promovia reducdo da resposta pressora induzida pela ANG Il. No presente estudo,
demonstramos que a resposta dipsogénica da salina hiperténica também foi reduzida pelo
tratamento prévio com 4@, no VL. Dessa forma, € possivel que a reducdo da resposta
dipsogénica em ratos pré-tratados copOHe submetidos ao aumento da osmolaridade
plasméatica seja decorrente da menor ativacdo das vias angiotensinérgicas centrais nesta
situacdo. Devemos também lembrar que as vias colinérgicas centrais estdo envolvidas com
a resposta dipsogénica induzida pela ativacdo de osmorreceptores>tebeats forma,
uma vez que o peroxido de hidrogénio pode também interferir com o sistema
colinérgicd>*2 é possivel que a reducéo na resposta dipsogénica nos animais pré-tratados
com HO, seja também decorrente da inibicdo de mecanismos colinérgicos centrais.

Para testar a especificidade das microinjecdes B Ro VL em comparagcao a
outros tipos de comportamentos ingestivos, foi investigado o efeito centralGdongl
ingestdo de sacarose 2% e de alimento. Os resultados mostram que em doses maiores (no
caso 5 umol), o ¥D, pode atuar centralmente inibindo a ingestdo de liquidos (agua e

sacarose), sugerindo que o4 injetado no VL pode reduzir de forma inespecifica o
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comportamento ingestivo de liquidos. Em contrapartida, a menor dos®gé2tb umol)

ndo foi suficiente em reduzir a ingestdo de sacarose. Desta forma, em doses maiores, 0
H,0O, parece ter uma influencia inibitoria sobre outros sistemas de ingestéo de liquidos ou
mesmo de comportamento. Por outro lado, ambas as dosegOden&b alteraram o
comportamento ingestivo de racdo, mas reduziram a ingestdo de dgua associada a ingestao
de alimento. A ingestdo de agua induzida pela ingestdo de alimento esta relacionada com a
ativacdo do sistema renina-angiotensina, tanto por induzir uma hipovolemia devido a
ingestdo alimentdt ou mesmo sem induzir hipovolerfliaAdemais, a ativacdo do OSF,

gue € um Orgao circunventricular, parace ser essencial para a ingestdo de agua pos-
prandial’. Sendo assim, é licito supor que a ingestdo de &gua associada a ingestdo
alimentar deve de fato estar diminuida em uma situacdo onde ha aument®.de H
possivelmente pela interagcdo com o sistema angiotensinérgico central.

A ativacdo dos osmorreceptores centrais ativa vias colinérgicas centrais para
promover seus efeitos natriurétitcoEsta claramente estabelecido que a secrecdo de
horménios neuro-hipofisarios (OT e AVP) e do peptideo natriurético atrial (ANP) séo
aumentadas pela estimulacdo osmética, colinérgica e angiotensinérgica Centrisb
presente estudo observamos que a injecdo centraj@enido alterou o volume urinario,
bem como, a excrecdo de potassio, porém houve uma reducdo significativa da natriurese
induzida pela hiperosmolaridade plasmatica, que possivelmente pode ser atribuida a
alteracdo na secrecdo de OT e/ou ANP. A hiperosmolaridade aumenta a secrecdo de OT e
ANP, e ambos sdo horménios natriuréttéoima vez que ndo houve alteracdo na diurese
induzida pela gavagem com NaCl 2 M, é possivel que a secrecao de vasopressina induzida
pela hiperosmolaridade n&o tenha sido alterada pela tratamento com peroxido de
hidrogénio.

O aumento na pressao arterial e da atividade simpética decorrente do aumento da
osmolaridade plasmaética est4 bem descrito pela litetatiffd’*° O aumento da presséo
arterial causado por gavagem ig de NaCl 2 M é primariamente decorrente da secrecédo de
vasopressirta Sendo assim, o fato do,®, ndo alterar a diurese e a resposta pressora
causada pela hiperosmolaridade plasmatica, vai ao encontro de que, nesta situacéo, talvez o
H.O, ndo consiga reduzir a secrecdo de vasopressina, desta forma ndo houve a alteracédo da

resposta pressora induzida pela hiperosmolaridade.



25

Sabe-se que 0B, agindo centralmente € capaz de modular a excitabilidade
neuronal atuando em varios mecanismos, por exemplo, alteracdo na liberacdo de
neurotransmissores ou na ativacao de canais idnicos. Varios estudos ja demonstraram que o
H.O, é capaz de atenuar a excitabilidade neuronal em decorréncia da inibicdo do glutamato,
ou por aumentar a liberacdo de GABA em neurbnios pré-sinapticos, ou atuar em locais pés-
sinapticos, por exemplo, no receptor GAB&brindo canais de cloreto, ou até mesmo pela
ativacdo de canais de K dependente de ATRdKcausando hiperpolarizacdo da célula
744495556 Esse conjunto de fatores nos da a ideia do qudo dispar sdo as vias de acédo e
funcdes do KO, ndo como mediador de morte celular ou estresse oxidativo, mas sim como
um importante agente sinalizador. O presente estudo ndo nos permite, entretanto saber qual
0 mecanismo que 0B, esta atuando para diminuir as respostas observadas. Além dos
mecanismos propostos acima, outro possivel mecanismo é qp@, deHha seus efeitos
inibitérios por promover ativacdo do fator inibitério de migragdo de macrofagos (MIF),
efeito j& observado em células cardiacas e em neuidifioc® MIF é uma citocina que
além de seus efeitos classicos no sistema imunologico, como citocina pro-inflamatoria, tem
sido também descrito, que por sua acdo oxidoredutase, essa citocina também teria acéo
sobre remocéo das EROs do ambiente intracelular. Varios estudos tém caracterizado o MIF
como uma “citoenzima” que atuaria contra-regulando as acdes da ANE*1f> A ANG
Il agindo no receptor angiotensinérgico do subtipq &3 SNC induz a formagéo de EROs
(ver esquema 1 da Introducéo), e embora o0 anion superoxido tenha sido descrito como um
mediador das respostas dipsogénica e pressora induzidas pela ANG Il (revisdo em
Zimmerman & Davissoli (2004)), o superéxido é metabolizado epDpela superdxido
dismutas&, e o HO, conforme dados de nosso laboratdritem acdes inibitorias sobre as
acOes da ANG Il. Desta forma é possivel que as acodes inibitériagddsdbre os efeitos
da ANG Il no SNC sejam decorrentes da ativagcao/aumento da expressao de MIF nestes
neurbnios, o qual por sua acdo redox iria remover anions superoxido, os quais sao
responsaveis pelas a¢gbes da ANG Il. Ademais, também j& foi descrito que a ativacéo de
osmorreceptores centrais aumenta a expressdo de MIF ni3.Békendo que o aumento
da osmolaridade plasmatica ativa vias angiotensinérgicas cErlttaasqual aumentaria a
producéo de kD, que por sua vez ativa/aumenta a expressado de MIF, seria possivel pensar

que o aumento dos niveis icv dgd realizado em nosso trabalho, culmine na reducdo na
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dipsogénese induzida por aumento da osmolaridade plasmatica bem como na natriurese por
aumentar os niveis de MIF intracelular. Apesar das possiveis hipoteses acima, mais estudos
serdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quélsrediiz os efeitos da ANG

Il no sistema nervoso central, bem como das vias ativadas pelo aumento da osmolaridade

plasmatica.
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7 Concluséao

Os resultados do presente estudo mostraminjegdes icv de bD, reduziram a
ingestdo de agua e a natriurese induzidas por sobrecarga intragéstrica de NaCl 2 M. A
resposta pressora bem como a diurese néo foram alteradas pelo tratameniO.c&asds
dados sugerem que o aumento dos niveis @g ekntralmente pode inibir os mecanismos
facilitatorios que participam no desenvolvimento da sede e da natriurese decorrente da

hiperosmolaridade plasmatica.
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