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Zanella RC. Administração intracerebroventricular de peróxido de hidrogênio: efeitos 

sobre a ingestão de água, excreção renal e alterações cardiovasculares induzidas por 

aumento da osmolaridade plasmática [Dissertação de Mestrado] Araraquara: Faculdade 

de Odontologia da Araraquara, UNESP; 2013 

 

RESUMO 

As espécies reativas de oxigênio (EROs), produzidas endogenamente podem atuar em 

áreas centrais modulando respostas autonômicas e comportamentais. Estudos recentes 

demonstraram que uma espécie reativa de oxigênio, o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

injetado no ventrículo lateral (VL) reduz resposta pressora induzida pela injeção central 

de angiotensina II. No presente estudo investigamos os efeitos do H2O2 sobre a resposta 

dipsogênica, pressora e sobre as alterações na excreção renal induzidas por aumento da 

osmolaridade plasmática pela administração intragástrica (ig) de NaCl 2 M (2 ml) . 

Ratos Holtzman (280 – 320 g) com cânulas de aço inoxidável implantadas no VL foram 

utilizados. Injeções de H2O2 ou PBS foram realizadas no VL. As injeções de H2O2 (2,5 

ou 5 µmol/1 µl) no VL reduziu a ingestão de água induzida por NaCl 2 M ig (3,1 ± 0,7 e 

3,5 ± 1,1 ml, vs. PBS: 8,6  ± 1,0 e 7,6 ± 0,5 ml/2 h, p < 0,05, respectivamente) e a 

natriurese (609,2 ± 82,9 e 1290,7 ± 80,5, vs. PBS: 876,4 ± 129,5 e 1443,6 ± 67,5 μEq/2 

h, p < 0,05, respectivamente). Por outro lado a diurese e a resposta pressora após 

gavagem de NaCl 2 M não foram alteradas pelo tratamento prévio com H2O2. Nossos 

dados sugerem um papel inibitório para o H2O2 agindo centralmente na ingestão de 

água e na natriurese, sem alterar a resposta pressora induzida por hiperosmolaridade 

plasmática.  

 

 

PALAVRAS CHAVE: Natriurese.  Ingestão de líquidos.  Ratos.  Sede.  Água.        
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Zanella RC. Intracerebroventricular administration of hydrogen peroxide: effects on 

water intake, renal excretion and cardiovascular changes induced by plasma 

hyperosmolality [Dissertação 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 (H2O2), 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 H2O2 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. H2O2 or PBS 

injections were made in the LV. Injections of H2O2 (2.5 or 5 µmol/1 µl) 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 μEq/2 h, p < 0.05, 

respectively). However, diuresis and pressor response after ig 2 M NaCl were not 

altered by the pre-treatment with H2O2. The present data suggest a inhibitory role of 

central H2O2 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 Introdução 

 A manutenção da composição e do volume dos líquidos corporais dentro de uma 

faixa de variação restrita é fundamental para manter a pressão sanguínea adequada 

garantindo a perfeita irrigação tecidual. A água está distribuída no organismo em dois tipos 

de compartimentos: o compartimento intracelular e o extracelular, sendo que a maior parte 

dessa água se concentra no compartimento intracelular. O volume e a composição do 

compartimento extracelular são determinados em grande parte pelo equilíbrio entre a 

ingestão e a excreção de água e eletrólitos, em especial o sódio que representa o principal 

fator osmótico deste compartimento. As variações de volume e da osmolaridade dos 

líquidos corporais constituem um dos sinais que permitem que a excreção urinária de sódio 

e água varie apropriadamente de acordo com as flutuações da sua ingestão. Devido a sua 

capacidade única de excretar seletivamente água e sódio, os rins constituem elementos 

vitais para a manutenção da volemia e da osmolaridade dos líquidos corporais.  

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na regulação 

cardiovascular e no controle da ingestão de água e excreção de eletrólitos e água3,15,32,35. As 

variações de volume ou da composição do compartimento do fluido extracelular são 

facilmente detectados pelo sistema nervoso central (SNC). Alterações nas concentrações 

plasmáticas de hormônios circulantes, como a angiotensina II (ANG II) e os sinais 

provenientes osmorreceptores, barorreceptores e receptores cardiopulmonares alertam o 

SNC para tais alterações. 

  

Circuitos neurais envolvidos no aumento da osmolaridade plasmática 

 Dados da literatura mostram que o aumento da osmolaridade plasmática promove 

ativação dos osmorreceptores centrais, localizados nos órgãos circunventriculares, em 

especial o órgão subfornical (OSF) e o órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT)3,9,18. 

Alterações na osmolaridade são percebidos pelos osmorreceptores centrais que ativam 

neurônios de determinados núcleo hipotalâmicos envolvidos no equilíbrio hidroeletrolítico 

e cardiovascular, como o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e o núcleo supra-

óptico (SON), os quais estão relacionados com secreção de vasopressina (AVP) e 

ocitocina4,10. Com o aumento da osmolaridade plasmática é observada ingestão de água que 

é decorrente da ativação dos osmorreceptores centrais9,35. E a lesão do OSF reduz a 
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ingestão de água induzida por aumento da osmolaridade plasmática46.Além da ingestão de 

água, o aumento na osmolaridade plasmática pode também induzir natriurese. O 

mecanismo pelo qual o aumento da osmolaridade plasmática induz natriurese não está 

totalmente esclarecido, no entanto, um possível mecanismo envolvido é a liberação de 

ocitocina (OT), que é um homônio liberado em situações de aumento da osmolaridade 

plasmática, responsável por induzir natriurese3,22,23,35. A OT por sua vez, além de promover 

diretamente natriurese, também promove a liberação do peptídeo natriurético atrial (ANP), 

um potente hormônio natriurético19. Aumentos na pressão arterial8,17,40, na secreção de 

vasopressina1,8,10 e na atividade simpática2,12,13,51 são também observados quando há um 

aumento da osmolaridade plasmática. 

Existem várias abordagens experimentais para induzir aumento da osmolaridade 

plasmática, dentre elas estão a infusão intravenosa de salina hipertônica, privação hídrica 

por 24 a 48 horas, utilização de diuréticos ou sobrecarga intragástrica de NaCl 2 M. Neste 

protocolo experimental a concentração de sódio e a osmolaridade plasmática aumentam 

4%, sem alteração do volume plasmático pelo menos no período de 1 h após a 

administração intragástrica da solução hipertônica41. 

 

Espécies reativas de oxigênio 

As espécies reativas de oxigênio (EROs), conhecidas por suas propriedades 

microbicidas, compreendem espécies químicas endogenamente produzidas pelo organismo 

como os radicais livres superóxido (O2
•−) e o peróxido de hidrogênio (H2O2)

43,52. A alta 

capacidade oxidante destas espécies atribui-lhes propriedades destrutivas para as células, 

sendo freqüentemente associadas à morte celular e ao processo de apoptose24,25. A despeito 

de seu potencial citotóxico quando em altas concentrações, várias linhas de pesquisa têm 

demonstrado experimentalmente que tais espécies, quando em baixas concentrações, 

podem participar na sinalização intra e intercelular, agindo conjuntamente com mediadores 

químicos clássicos como a ANG II, noradrenalina e glutamato53. 

No SNC, foi descrito que as ações dipsogênicas e cardiovasculares da ANG II, em 

camundongos, são dependentes do aumento da produção de radicais O2
•− por neurônios dos 

órgãos circunventriculares53,54. No mecanismo proposto, a ativação de receptores 

angiotensinérgicos, do subtipo AT1, pela ANG II, desengatilha uma cascata bioquímica 
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intracelular que leva à ativação do complexo enzimático NADPH oxidase53,54. Uma vez 

ativada esta enzima catalisa a transferência de dois elétrons da molécula de NAPH2
+ para 

duas moléculas de oxigênio formando, dessa maneira, dois radicais O2
•−. O superóxido foi 

identificado como um EROs pivô nos efeitos centrais da ANG II utilizando um modelo de 

animal transfectado. Neste modelo animal (camundongo), partículas virais (adenovírus) 

carregando genes que codificam a enzima superóxido dismutase (SOD), uma enzima 

responsável pela dismutação do superóxido em H2O2 e oxigênio, são transfectados em 

neurônios dos órgãos circunventriculares, por meio de injeção no ventrículo lateral. Como 

resultados, os neurônios transfectados passam a super-expressar a SOD diminuindo a 

disponibilidade do O2
•− formado quando o sistema NADPH oxidase é ativado pela ANG 

II53,54. A redução substancial tanto na resposta dipsogênica quanto nas cardiovasculares 

sugere fortemente que a geração de EROs dependente de ANG II é um evento importante 

para os efeitos biológicos da ANG II centralmente53,54. Entretanto, os autores que utilizaram 

esta técnica não levaram em consideração que apesar do aumento na atividade SOD 

diminuir, inquestionavelmente, a disponibilidade de O2
•−, também aumenta a 

disponibilidade de H2O2 quando o complexo NADPH oxidase é acionado pela ANG II 

Neste caso, é possível que os efeitos observados (redução da ingestão de água e resposta 

pressora à ANG II em ratos com superexpressão da SOD), sejam decorrentes de um 

aumento na disponibilidade de H2O2 (Esquema 1).  

 

 

Esquema 1- Esquema proposto para as ações inibitórias do H2O2 em células após a 

estimulação angiotensinérgica (adaptado de Zimmerman et al.53 2004). 
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De fato, estudos recentes do nosso laboratório demonstraram que a resposta 

pressora induzida pela injeção central de ANG II foi fortemente reduzida pela injeção 

prévia de H2O2 e de 3-amino-1,2,4-triazole (inibidor da catalase), o qual aumenta os níveis 

de H2O2 endógeno, sugerindo que o aumento nos níveis tanto exógeno quanto endógeno de 

H2O2 modulam a resposta pressora central da ANG II29. 

Foi também descrito que o H2O2, além da interação com o sistema 

angiotensinérgico, pode também interferir com o sistema colinérgico. Estudos em átrio 

isolado de rato demonstraram que a formação de EROs, incluindo o H2O2, promovia uma 

redução dos efeitos do carbacol (agonista colinérgico) e acetilcolina no receptor 

muscarínico M2 cardíaco42. De maneira semelhante, estudos realizados em glândulas 

parótidas de ratos demonstraram que o H2O2 pode atenuar a secreção de amilase induzida 

pelo carbacol por reduzir a mobilização de Ca2+ intracelular, que é essencial para o 

processo de exocitose da amilase33. Esses dados sugerem que o H2O2 modula 

negativamente as ações do carbacol e da acetilcolina, seja por interferir diretamente no 

receptor muscarínico ou por reduzir os efeitos intracelulares decorrentes da ativação de 

receptores muscarínicos. 

Dados da literatura sugerem que estimulação dos osmorreceptores centrais ativa 

vias colinérgicas e/ou angiotensinérgicas para promover seus efeitos no aumento da 

ingestão de água, na pressão arterial e atividade simpática e no aumento nos fatores de 

transcrição da família AP1, como por exemplo, a proteína c-Fos11,13,21,28,30,34,36,37. Portanto, 

uma vez que o H2O2 modula as ações angiotensinérgicas e colinérgicas é possível que 

também influencie a ingestão de água, a excreção renal de água e eletrólitos e a resposta 

pressora induzida por aumentos da osmolaridade plasmática. Desta forma, o objetivo do 

presente estudo foi investigar se o H2O2 modula centralmente a ingestão de água, a 

excreção renal de água e eletrólitos e a resposta pressora induzida por aumentos da 

osmolaridade plasmática.  
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2 Objetivos 

  Estudar os efeitos da injeção intracerebroventricular (icv) de H2O2 sobre as 

respostas dipsogênica, natriurética, diurética e pressora induzidas pela administração 

intragástrica de NaCl 2 M.   
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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 água de torneira e ração granulada ad 

libitum em gaiolas individuais. Os protocolos experimentais deste estudo foram aprovados 

pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal, da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara/UNESP (processo no. 11/2012). 

 

3.2 Implante de cânulas no ventrículo lateral 

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80 mg/kg de peso 

corporal, Cristália, Itapira, SP, Brasil,) combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal, 

Agener União, Embu-Guaçu, SP, Brasil,) intraperitonealmente (i.p.) e adaptados a um 

aparelho estereotáxico (modelo Kopf 900). Após a incisão longitudinal da pele e do tecido 

subcutâneo da cabeça, o periósteo foi afastado, as suturas de bregma e lambda foram 

expostas e serviram como referência para nivelamento da cabeça do animal. Após 

determinar o ponto de introdução da cânula de aço inoxidável (10 x 0,6 mm d.i.), foi 

executada a trepanação da abóbada com auxílio de uma broca esférica. Através desse 

orifício, a cânula foi introduzida baseada nos parâmetros estereotáxicos do Atlas de Paxinos 

e Watson39 (1986), a saber: AP = 0,1 mm rostral ao bregma; L= 1,4 mm lateral ao bregma; 

V = 3,3 mm abaixo da superfície do osso. As cânulas foram fixadas nas cabeças dos ratos 

com parafusos e resina acrílica e foram administradas uma dose profilática intramuscular 

(0,2 mL/rato) de pentabiótico veterinário – pequeno porte (benzilpenicilina 80.000 UIs e 

estreptomicina – 33 mg, Fort Dodge Saúde Animal Ltda) e uma injeção subcutânea de 

analgésico/anti-inflamatório (cetoprofeno 1% - 0,1 mL/rato). Os experimentos iniciaram-se 

6-7 dias após o implante de cânulas no VL. 
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3.3 Injeções no VL 

As injeções no VL foram realizadas com seringa de microlitro Hamilton (10 µl), 

conectada a uma cânula injetora de aço inoxidável com 12 mm de comprimento (2 mm a 

mais que a cânula guia implantada em direção ao VL), através de um tubo de polietileno 

(PE-10). O volume injetado foi de 1 µl em todos os protocolos experimentais. 

 

3.4 Aumento da osmolaridade plasmática 

O aumento da osmolaridade plasmática foi feito com gavagem intragástrica (ig) de 

NaCl 2 M (2 ml), que produz elevação de 4% da osmolalidade plasmática e da 

concentração de sódio plasmático. Esse forte estímulo reduz a atividade da renina 

plasmática, mas não alteram os volumes plasmáticos, indicando que o volume do 

compartimento extracelular não é alterado por este procedimento41. No grupo controle foi 

utilizada a sobrecarga de NaCl isotônico (0,15 M; 2 ml). A sobrecarga foi administrada em 

animais conscientes e com pequena contenção de movimentos. 

 

3.5 Drogas e soluções utilizadas 

- Peróxido de hidrogênio (2,5 µmol ou 5 µmol/ 1 µl);  

- PBS (salina tamponada – veículo);  

- NaCl 0,15 ou 2 M. 

 

3.6 Medida da ingestão de líquido 

A quantidade ingerida de líquido 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 ingestão de ração 

 A quantidade ingerida de ração foi quantificada através de comedouros contendo 

ração que foram pesados numa balança de precisão. 
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3.8 Medida da excreção urinária 

Os animais foram colocados em gaiolas metabólicas e a urina foi coletada por 

gravidade em tubos graduados em 0,1 ml. As amostras de urina foram analisadas em um 

analisador de Na+/K+ (NOVA 1, Nova Biomedical). A excreção total de Na+ e K+ foi 

calculada como concentração de Na+ e K+ multiplicado pelo volume urinário. 

 

3.9 Medida da pressão arterial e freqüência cardíaca 

A pressão arterial média (PAM) e freqüência cardíaca (FC) foram registradas em 

ratos não anestesiados. No 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 cateterização da artéria femoral, para o registro das variáveis 

cardiovasculares. Ao final da cateterização da artéria, o cateter foi exteriorizado no dorso 

do animal, na região próxima à escápula, e suturada na pele do mesmo. No dia seguinte, o 

cateter foi conectado a um transdutor de pressão (Statham Gould, Cleveland, OH, USA), 

acoplado a um amplificador (ETH-200, CB Sciences Inc, Dover, NH, USA) e a um sistema 

de aquisição e análise de dados (PowerLab, ADInstruments, Sydney, AUS). A pressão 

arterial pulsátil (PAP) foi registrada e simultaneamente derivada da PAM a partir do sinal 

de PAP, a FC foi calculada como a freqüência instantânea do sinal de PAP. 

 

3.10 Histologia 

Ao final dos experimentos, sob anestesia profunda (tiopental sódico, 80 mg/kg, ip), 

o coração dos animais foi exposto cirurgicamente, realizando-se uma perfusão com solução 

de formalina a 10%. A seguir, os cérebros foram retirados e mergulhados no mesmo agente 

fixador por pelo menos 72 h. Posteriormente, utilizando um micrótomo de congelamento 

(Leica SM 2000 R) os cérebros foram seccionados em cortes coronais de 50 µm, corados 

pela técnica de Giemsa para posterior análise em microscópio óptico. 
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3.11 Análise estatística 

 Os dados foram expressos como média ± EPM e analisados por análise de variância 

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 administração de H2O2 no VL sobre a resposta dipsogênica 

induzida pela gavagem intragástrica 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 + H2O2 e NaCl 2 M + H2O2. NaCl 2 M ou 0,15 M foram administrados 

ig, enquanto H2O2 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 seqüência dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatória 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). Após 1 h, foi feita 

microinjeção no VL de H2O2 (2,5 ou 5 µmol/1 µl) ou PBS (salina tamponada, 1 µl). 

Imediatamente após a injeção de H2O2 ou PBS as buretas de água foram oferecidas aos 

animais e as medidas foram feitas aos 30, 60, 90, 120 minutos. Durante todo o experimento 

os animais não tiveram acesso à ração. 

 

4.2 Efeito da administração de H2O2 no ventrículo lateral sobre a ingestão 

de sacarose 2% ou ração. 

 

4.2.1 Ingestão de sacarose 2% e água 

Os animais foram submetidos a dois experimentos com um intervalo de pelo menos 

três dias entre eles e receberam os seguintes tratamentos: PBS ou H2O2 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 seqüência 

dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatória 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 solução 

diariamente por 2 h durante sete dias (sempre no mesmo horário), juntamente com acesso 

as buretas de água. No dia do experimento foi feita microinjeção no VL de H2O2 (2,5 ou 5 

µmol/1 µl) ou PBS (salina tamponada, 1 µl). Após 1 minuto buretas de água e sacarose 

foram simultaneamente oferecidas aos animais e as medidas foram feitas aos 30, 60, 90, 

120 minutos. Durante todo o experimento os animais não tiveram acesso à ração. 

 

4.2.2 Ingestão de ração e água 

Os animais foram submetidos a dois experimentos com um intervalo de pelo menos 

três dias entre eles e receberam os seguintes tratamentos: PBS ou H2O2 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 seqüência 

dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatória e ao final dos dois experimentos 

todos os ratos receberam todos os tratamentos. 

Nesse grupo experimental, os animais foram privados de ração 24 horas antes da 

realização do experimento. H2O2 ou PBS foi injetado 1 minuto antes dos animais receberem 

os comedouros de ração e buretas graduadas de água. A ingestão de ração e água foram 

mensuradas aos 30, 60, 90, 120 minutos. 

 

4.3 Efeito da administração de H2O2 no VL sobre a excreção renal de Na+ 

e K+ e volume urinário 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. Após 24 h de privação de alimento com 

água disponível, os animais foram submetidos à administração ig de NaCl 2 M ou 0,15 M 

(2 ml). Simultaneamente às gavagens foi realizada a microinjeção no VL de H2O2 (2,5 ou 5 

µmol/1 µl) ou PBS (salina tamponada, 1 µl), e os animais foram recolocados nas gaiolas 

metabólicas. A urina excretada foi coletada a cada 60 min, por um período de 120 min. 
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4.4 Efeito da administração de H2O2 no VL sobre a resposta pressora 

induzida pela gavagem intragástrica de NaCl 2 M  

Os experimentos foram realizados no dia seguinte a canulação da artéria femoral em 

ratos não anestesiados. Após 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 após a gavagem, foi feita a 

microinjeção no VL de H2O2 (2,5 µmol/1 µl), outro grupo recebeu NaCl 2 M seguida da 

microinjeção de H2O2 (5 µmol/1 µl) e outro grupo recebeu NaCl 2 M seguida da 

microinjeção de PBS (1 µl). O grupo que recebeu NaCl 0,15 M, apenas PBS (1 µl) foi 

injetado no VL. As variáveis cardiovasculares foram registradas por mais 60 min em todos 

os grupos após as injeções no VL.  
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5 Resultado 

 

5.1 Localização histológica das cânulas no VL  

 A figura 1 mostra o local típico da microinjeção no VL. Conforme demonstrado 

pela análise histológica, a injeção no VL de H2O2 não produziu nenhuma lesão 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 microinjeção, indicado pela seta, no ventrículo 

lateral (VL), (barra = 2,0 mm).  
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5.2 Efeitos da administração de H2O2 no VL sobre a resposta dipsogênica 

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

A Figura 2 mostra que a injeção no VL de H2O2 reduziu significativamente a 

ingestão de água induzida pela gavagem ig de NaCl 2 M, na dose de 2,5 µmol (3,1 ± 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 

µmol (3,5 ± 1,1, vs. PBS 7,6 ml ± 0,5 ml/2 h), [F (3,18) = 18,8; p<0,05], (Figura 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Efeito do pré-tratamento com (A) H2O2 (2,5 µmol/1 µl) ou PBS e (B) H2O2 (5 

µmol/1 µl) ou PBS no ventrículo lateral sobre a ingestão cumulativa de água após gavagem 

intragástrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M., 

n= número de animais. * diferente de NaCl 0,15 M + PBS, # diferente de NaCl 2 M + PBS. 
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5.3 Efeito da administração de H2O2 no ventrículo lateral sobre a ingestão 

de sacarose 2% ou ração 

 

5.3.1 Efeito da administração de H2O2 no ventrículo lateral sobre a 

ingestão de sacarose 2% 

Na figura 3A podemos observar que a injeção no VL de H2O2 (2,5 µmol/1 µl) não 

alterou a ingestão de sacarose 2% (3,3 ± 1,4, vs. PBS 5,4 ± 2,3 ml/2 h), bem como a 

ingestão de água (0,06 ± 0,06 ml, vs. PBS 0,3 ± 0,2 ml/2 h) que ocorreu concomitante à 

ingestão de sacarose 2% (Figura 3B). Por outro lado, na Figura 3C podemos observar que 

H2O2 (5 µmol/1 µl) no VL reduziu a ingestão de sacarose 2% comparada a injeção de PBS 

(0,7 ± 0,4, vs. PBS 5,1 ± 1,6 ml/2 h), [F (1,4) = 8,338; p<0,05], sem alterar a ingestão de 

água (0,04 ± 0,02, vs. PBS 0,6 ml ± 0,3 ml/2 h), (Figura 3D).  
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Figura 3 - Efeito do pré-tratamento com (A e B) H2O2 (2,5 µmol/1 µl) ou PBS e (C e D) 

H2O2 (5 µmol/1 µl) ou PBS no ventrículo lateral sobre a ingestão cumulativa sacarose 2% e 

água. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M., n= número de animais. 

 * diferente de PBS. 
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5.3.2 Efeito da administração de H2O2 no ventrículo lateral sobre a 

ingestão de ração 

Nas Figuras 4A e 4B, respectivamente, podemos observar que H2O2 (2,5 µmol /1 

µl), não alterou a ingestão de ração (8,2 ± 2, vs. PBS 11 ± 1,6 g/2 h), mas reduziu a 

ingestão de água que acompanha a ingestão de ração (4,9 ± 1,5, vs. PBS 11 ± 1,7 ml/2 h), 

[F (1,4) = 5,612; p<0,05]. De maneira semelhante, a injeção central de H2O2 (5 µmol /1 

µl) não alterou a ingestão de ração (10,3 ± 0,6, vs. PBS 10,7 ± 0,9 g/2 h), porém reduziu a 

ingestão de água associada a ingestão 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 B) H2O2 (2,5 µmol/1 µl) ou PBS e (C e D) 

H2O2 (5 µmol/1 µl) ou PBS no ventrículo lateral sobre a ingestão cumulativa  de ração e 

água em ratos privados 24 h de ração. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M., 

n= número de animais. * diferente de PBS. 
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5.4 Efeito da administração de H2O2 no ventrículo lateral sobre a 

excreção renal de Na+, K+ e volume urinário em ratos tratados ou não 

com sobrecarga intragástrica de NaCl 2 M 

 A gavagem ig de NaCl 2 M promoveu um aumento no volume urinário, bem como, 

na excreção de Na+ e K+ (Figuras 5 e 6). O tratamento com H2O2 não alterou o volume 

urinário em nenhuma das doses utilizadas H2O2 (2,5 µmol: 4,1 ± 0,5, vs. PBS 5 ± 0,6 ml/2 

h e H2O2 5 µmol: 5,2 ± 0,3, vs. PBS 5,7 ± 0,3 ml/2 h), (Figuras 5A e 6A). A injeção central 

de H2O2 atenuou significativamente a natriurese induzida pela gavagem ig de NaCl 2 M, 

tanto na dose de 2,5 µmol (609,2 ± 82,9, vs. PBS 876,4 ± 129,5 µEq/2 h), [F (3,21) = 

39,025; p<0,05], (Figura 5 B), como na dose de 5 µmol (1.290,7 ± 80,5, vs. PBS 1.443,6 ± 

67,5 µEq/2 h), [F (3,33) = 117,562; p<0,05], (Figura 6 B). Em relação à caliurese, apenas 

H2O2 de 2,5 µmol reduziu significativamente a excreção de K+ (57,1 ± 10,7, vs. PBS 95,5 ± 

18,1 µEq/2 h), [F (3,21) = 39,179; p<0,05], (Figura 5C). 
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Figura 5- Efeito do pré-tratamento com H2O2 (2,5 µmol/1 µl) ou PBS ventrículo lateral 

sobre as alterações no (A) volume urinário, (B) excreção de sódio e (C) excreção de 

potássio após gavagem intragástrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estão expressos 

como média ± E.P.M., n= número 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 com H2O2 (5 µmol/1 µl) ou PBS ventrículo lateral sobre 

as alterações no (A) volume urinário, (B) excreção de sódio e (C) excreção de potássio após 

gavagem intragástrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estão expressos como média 

± E.P.M., n= número de animais. * diferente de NaCl 0,15 M + PBS, # diferente de NaCl 2 

M + PBS. 
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5.5 Efeito da administração de H2O2 no VL sobre a resposta pressora 

induzida pela gavagem intragástrica 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 com H2O2 ou PBS no VL [F (3,216) = 18,240; 

p<0,05]. A gavagem ig de NaCl 2 M não promoveu alterações significativas na FC dos 

ratos tratados com PBS ou H2O2 no VL [F (3,216) = 9,347], (Figura 7B). 

 

 

 

 

 

Figura 7- Efeito do pré-tratamento com H2O2 (2,5 ou 5 µmol/1 µl) ou PBS ventrículo lateral 

sobre as alterações na (A) pressão arterial média e (B) frequência cardíaca após gavagem 

intragástrica de NaCl 2 M ou 0,15 M. Os resultados estão expressos como média ± E.P.M., 

n= número de animais.* diferente de NaCl 0,15 M + PBS. 
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6 Discussão 

 Os resultados do presente estudo mostram que injeções centrais de H2O2 reduziram 

a ingestão de água e a natriurese induzidas por sobrecarga intragástrica de NaCl 2 M. A 

resposta pressora bem como a diurese não foram alteradas pelo tratamento prévio com 

H2O2.  

O aumento da osmolaridade plasmática induz ingestão de água devido à ativação 

dos osmorreceptores centrais, situados nos órgãos circunventriculares, como o OSF e o 

OVLT9,35. Dados da literatura demonstraram que a lesão do OSF reduz a ingestão de água 

induzida por aumento da osmolaridade plasmática46 e a lesão da região anteroventral do 

terceiro ventrículo, que inclui o OVLT, também reduz a ingestão de água induzida por 

hiperosmolaridade26. Além da ativação direta de osmorreceptores pelo aumento da 

osmolaridade plasmática, dados da literatura demonstraram que parte da resposta 

dipsogênica da administração intragástrica com salina hipertônica é também dependente da 

ativação do sistema renina-angiotensina38,46, o qual promoveria ativação de seus receptores 

em locais livres de barreira hematoencefálica, como os órgãos circunventriculares, dentre 

eles o OSF e OVLT. Recentemente, Lauar et al.29 (2010) demonstraram que H2O2 no VL 

promovia redução da resposta pressora induzida pela ANG II. No presente estudo, 

demonstramos que a resposta dipsogênica da salina hipertônica também foi reduzida pelo 

tratamento prévio com H2O2 no VL. Dessa forma, é possível que a redução da resposta 

dipsogênica em ratos pré-tratados com H2O2 e submetidos ao aumento da osmolaridade 

plasmática seja decorrente da menor ativação das vias angiotensinérgicas centrais nesta 

situação. Devemos também lembrar que as vias colinérgicas centrais estão envolvidas com 

a resposta dipsogênica induzida pela ativação de osmorreceptores centrais30. Desta forma, 

uma vez que o peróxido de hidrogênio pode também interferir com o sistema 

colinérgico33,42, é possível que a redução na resposta dipsogênica nos animais pré-tratados 

com H2O2 seja também decorrente da inibição de mecanismos colinérgicos centrais. 

Para testar a especificidade das microinjeções de H2O2 no VL em comparação a 

outros tipos de comportamentos ingestivos, foi investigado o efeito central do H2O2 na 

ingestão de sacarose 2% e de alimento. Os resultados mostram que em doses maiores (no 

caso 5 µmol), o H2O2 pode atuar centralmente inibindo a ingestão de líquidos (água e 

sacarose), sugerindo que o H2O2 injetado no VL pode reduzir de forma inespecífica o 
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comportamento ingestivo de líquidos. Em contrapartida, a menor dose de H2O2 (2,5 µmol) 

não foi suficiente em reduzir a ingestão de sacarose. Desta forma, em doses maiores, o 

H2O2 parece ter uma influencia inibitória sobre outros sistemas de ingestão de líquidos ou 

mesmo de comportamento. Por outro lado, ambas as doses de H2O2 não alteraram o 

comportamento ingestivo de ração, mas reduziram a ingestão de água associada à ingestão 

de alimento. A ingestão de água induzida pela ingestão de alimento está relacionada com a 

ativação do sistema renina-angiotensina, tanto por induzir uma hipovolemia devido à 

ingestão alimentar38 ou mesmo sem induzir hipovolemia27. Ademais, a ativação do OSF, 

que é um órgão circunventricular, parace ser essencial para a ingestão de água pós-

prandial47. Sendo assim, é lícito supor que a ingestão de água associada à ingestão 

alimentar deve de fato estar diminuída em uma situação onde há aumento de H2O2, 

possivelmente pela interação com o sistema angiotensinérgico central. 

 A ativação dos osmorreceptores centrais ativa vias colinérgicas centrais para 

promover seus efeitos natriurético14. Está claramente estabelecido que a secreção de 

hormônios neuro-hipofisários (OT e AVP) e do peptídeo natriurético atrial (ANP) são 

aumentadas pela estimulação osmótica, colinérgica e angiotensinérgica central3,28,37. No 

presente estudo observamos que a injeção central de H2O2 não alterou o volume urinário, 

bem como, a excreção de potássio, porém houve uma redução significativa da natriurese 

induzida pela hiperosmolaridade plasmática, que possivelmente pode ser atribuída à 

alteração na secreção de OT e/ou ANP. A hiperosmolaridade aumenta a secreção de OT e 

ANP, e ambos são hormônios natriuréticos19. Uma vez que não houve alteração na diurese 

induzida pela gavagem com NaCl 2 M, é possível que a secreção de vasopressina induzida 

pela hiperosmolaridade não tenha sido alterada pela tratamento com peróxido de 

hidrogênio.  

 O aumento na pressão arterial e da atividade simpática decorrente do aumento da 

osmolaridade plasmática está bem descrito pela literatura8,11-13,17,40. O aumento da pressão 

arterial causado por gavagem ig de NaCl 2 M é primariamente decorrente da secreção de 

vasopressina8. Sendo assim, o fato do H2O2 não alterar a diurese e a resposta pressora 

causada pela hiperosmolaridade plasmática, vai ao encontro de que, nesta situação, talvez o 

H2O2 não consiga reduzir a secreção de vasopressina, desta forma não houve a alteração da 

resposta pressora induzida pela hiperosmolaridade. 
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 Sabe-se que o H2O2 agindo centralmente é capaz de modular a excitabilidade 

neuronal atuando em vários mecanismos, por exemplo, alteração na liberação de 

neurotransmissores ou na ativação de canais iônicos. Vários estudos já demonstraram que o 

H2O2 é capaz de atenuar a excitabilidade neuronal em decorrência da inibição do glutamato, 

ou por aumentar a liberação de GABA em neurônios pré-sinápticos, ou atuar em locais pós-

sinápticos, por exemplo, no receptor GABAA abrindo canais de cloreto, ou até mesmo pela 

ativação de canais de K dependente de ATP (KATP) causando hiperpolarização da célula5-

7,44,49,55,56. Esse conjunto de fatores nos dá a ideia do quão díspar são as vias de ação e 

funções do H2O2, não como mediador de morte celular ou estresse oxidativo, mas sim como 

um importante agente sinalizador. O presente estudo não nos permite, entretanto saber qual 

o mecanismo que o H2O2 está atuando para diminuir as respostas observadas. Além dos 

mecanismos propostos acima, outro possível mecanismo é que o H2O2 tenha seus efeitos 

inibitórios por promover ativação do fator inibitório de migração de macrófagos (MIF), 

efeito já observado em células cardíacas e em neurônios20,50. O MIF é uma citocina que 

além de seus efeitos clássicos no sistema imunológico, como citocina pro-inflamatória, tem 

sido também descrito, que por sua ação oxidoredutase, essa citocina também teria ação 

sobre remoção das EROs do ambiente intracelular. Vários estudos têm caracterizado o MIF 

como uma “citoenzima” que atuaria contra-regulando as ações da ANG II13,16,31,45. A ANG 

II agindo no receptor angiotensinérgico do subtipo AT1 do SNC induz a formação de EROs 

(ver esquema 1 da Introdução), e embora o anion superóxido tenha sido descrito como um 

mediador das respostas dipsogênica e pressora induzidas pela ANG II (revisão em 

Zimmerman & Davisson53 (2004)), o superóxido é metabolizado em H2O2 pela superóxido 

dismutase48, e o H2O2 conforme dados de nosso laboratório29, tem ações inibitórias sobre as 

ações da ANG II. Desta forma é possível que as ações inibitórias do H2O2 sobre os efeitos 

da ANG II no SNC sejam decorrentes da ativação/aumento da expressão de MIF nestes 

neurônios, o qual por sua ação redox iria remover ânions superóxido, os quais são 

responsáveis pelas ações da ANG II. Ademais, também já foi descrito que a ativação de 

osmorreceptores centrais aumenta a expressão de MIF no PVN13. Sabendo que o aumento 

da osmolaridade plasmática ativa vias angiotensinérgicas centrais11,13, a qual aumentaria a 

produção de H2O2, que por sua vez ativa/aumenta a expressão de MIF, seria possível pensar 

que o aumento dos níveis icv de H2O2 realizado em nosso trabalho, culmine na redução na 
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dipsogênese induzida por aumento da osmolaridade plasmática bem como na natriurese por 

aumentar os níveis de MIF intracelular. Apesar das possíveis hipóteses acima, mais estudos 

serão necessários para elucidar os mecanismos pelos quais o H2O2 reduz os efeitos da ANG 

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

plasmática. 
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7 Conclusão 

 Os resultados do presente estudo mostram que injeções icv de H2O2 reduziram a 

ingestão de água e a natriurese induzidas por sobrecarga intragástrica de NaCl 2 M. A 

resposta pressora bem como a diurese não foram alteradas pelo tratamento com H2O2. Esses 

dados sugerem que o aumento dos níveis de H2O2 centralmente pode inibir os mecanismos 

facilitatórios que participam no desenvolvimento da sede e da natriurese decorrente da 

hiperosmolaridade plasmática. 
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