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RESUMO

A area septal medial (ASM), situada no prosencéfalo, esta envolvida na
regulagcéo cardiovascular e no controle do balanco hidroeletrolitico. Esta area é
rica em receptores colinérgicos e a ativagdo dos mesmos induz ingestdo de
agua, natriurese e anti-diurese. Existem evidéncias experimentais de que as
espécies reativas de oxigénio possam participar do controle de respostas
fisioldégicas. Resultados recentes de nosso laboratério demonstraram que uma
espécie reativa de oxigénio, o perdxido de hidrogénio (H,0,), injetada na ASM
reduz a ingestdo de 4gua induzida por carbacol (agonista colinérgico) também
injetado na ASM. No presente projeto propomos estudar os efeitos do aumento
da producado endogena de H,O, na ASM nos efeitos dipsogénico, natriurético e
anti-diurético do carbacol injetado na ASM. O inibidor da catalase, 3 amino
1,2,4 triazole (ATZ) seré injetado na ASM para aumentar os niveis enddégenos

de H>0,.
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1. Introducéo

A manutencdo da composicdo e do volume do compartimento
extracelular dentro de uma faixa de variacdo restrita é fundamental para que
haja uma pressdo sanguinea adequada para perfeita irrigacdo tecidual. O
volume e a composi¢cdo do compartimento extracelular sdo determinados, em
grande parte, pelo balango entre a ingestdo e a excrecdo de agua e eletrdlitos,
em especial o sbédio que representa o principal fator osmético deste
compartimento. As variagbes da osmolaridade, ou seja, quantidade de
particulas dissolvidas em um solvente, e do volume dos liquidos corporais
constituem um dos sinais que permitem que a excre¢do urinaria de sodio e
agua varie apropriadamente de acordo com as flutuagbes da sua ingestéo.
Devido a sua capacidade Unica de excretar seletivamente agua e sédio, o0s rins
constituem elementos vitais para a manutencdo da volemia e da osmolaridade
dos liquidos corporais.

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na
regulacdo cardiovascular e no controle da ingestdo de agua e excrecao de
eletrdlitos e agua (Antunes-Rodrigues et al., 2004;Dampney, 1994;Loewy,
1991;McKinley and Johnson, 2004). A ativacao de determinadas areas do SNC
promove a alteragdo na atividade do sistema nervoso autbnomo, secrecéo de
hormonios, ativacdo de vias de sede e também de excrecdo de &gua e
eletrélitos. Com relagdo as areas mais anteriores do cérebro envolvidas com
regulacdo cardiovascular e com o controle do equilibrio hidroeletrolitico,
podemos destacar a area septal medial (ASM), que é um subnucleo da area
septal ou septum (Callera et al.,, 1994;Colombari et al., 1994;Covian,

1966;Donevan and Ferguson, 1988;Haibara et al., 1994;Luiz et al., 1991;Negro-
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Vilar et al.,, 1967;Saad et al., 1976). A ASM ¢é constituida primariamente de
células colinérgicas e gabaérgicas (Freund and Antal, 1988). Os neurbnios
colinérgicos bem como o0s nao-colinérgicos presentes na ASM, sao ricos em
receptores colinérgicos (Rouse and Levey, 1996), sejam eles muscarinicos
(Disko et al., 1999) ou nicotinicos (Thinschimidt et al., 2005).

A estimulacdo colinérgica da ASM promove intensa resposta
dipsogénica, ou seja, induz ingestdo de agua (Colombari et al., 1992b;Luiz et
al., 1991). Ademais, tém sido demonstrado que a injecéo de carbacol, agonista
colinérgico muscarinico, em diversas areas prosenceféalicas, inclusive na ASM,
aumenta a excrecdo renal de Na* e K*, além de produzir anti-diurese (Antunes-
Rodrigues et al., 2004;Colombari et al., 1992b;Saad et al., 1976). Dados
neuroanatdmicos demonstraram que a ASM envia projecdes para a éarea
predtica medial (APM) e hipotdlamo lateral (HL) (Meibach & Siegel,
1977;Swanson & Cowan, 1979), que sao regifes hipotalamicas muito
importantes para a regulacdo cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico
(Kucharczyk & Mogenson, 1975;Kucharczyk et al., 1976;Haibara et al., 1994). A
ASM também envia proje¢cdes ao nucleos paraventricular do hipotdlamo (PVN)
e supra-optico (SON), que contém o0s neurbnios que secretam vasopressina e
ocitocina (Oldfield et al., 1985). Portanto, um possivel mecanismo responséavel
pela natriurese e anti-diurese decorrente da estimulacdo colinérgica central
envolveria a liberacdo de peptideo natriurético atrial (ANP), estimulado pela
ocitocina, e vasopressina, substancias natriurética e anti-diurética,
respectivamente (Antunes-Rodrigues et al., 2004;McCann et al., 2003). Desta

forma, a ASM parece ser uma area do SNC que desempenha um papel
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fundamental na regulacdo da resposta dipsogénica e sobre os efeitos renais
induzidos pela estimulacéo colinérgica central.

As espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas por suas
propriedades microbicidas, compreendem espécies quimicas endogenamente
produzidas pelo organismo como os radicais livres (O,"", HO®") e o peréxido de
hidrogénio (H.0;) (Rhee et al., 2003;Weinberg, 1990). A alta capacidade
oxidante destas espécies atribui-lhes propriedades destrutivas para as células,
sendo frequentemente associadas a morte celular e ao processo de apoptose
(frani, 2000;Jiang et al., 2003). A despeito de seu potencial citotdoxico quando
em altas concentracbes, varias linhas de pesquisa tém demonstrado
experimentalmente que tais espécies, quando em baixas concentragdes,
podem participar na sinalizacao intra e intercelular, agindo conjuntamente com
mediadores quimicos classicos como a angiotensina Il (ANG 11), noradrenalina
e glutamato [revisdo em (Zimmerman and Davisson, 2004)].

No SNC, foi descrito que as acfes dipsogénicas e cardiovasculares da
ANG Il, em camundongos, sdo dependentes do aumento da producdo de
radicais superéxido (O,") por neurbnios dos o6rgdos circunventriculares
(Zimmerman and Davisson, 2004;Zimmerman et al., 2002). No mecanismo
proposto, a ativagdo de receptores angiotensinérgicos, do subtipo AT, pela
ANG I, desengatilha uma cascata bioquimica intracelular que leva a ativacao
do complexo enzimatico NADPH oxidase (Zimmerman and Davisson,
2004;Zimmerman et al., 2002). Uma vez ativada esta enzima catalisa a
transferéncia de dois elétrons da molécula de NAPH," para duas moléculas de
oxigénio formando, dessa maneira, dois radicais superéxido (O,"). A ativagéo

dos radicais superdxido ativaria mecanismos intracelulares, e desta forma,
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haveria a ativacdo das vias neurais de sede e de aumento de presséao arterial
pela ANG Il (VIA 1 do esquema abaixo). Entretanto, dados recentes do nosso
laboratério demonstraram que resposta dipsogénica e pressora induzida pela
injecdo de ANG Il no ventriculo lateral foi fortemente reduzida pelo tratamento
prévio com H,0; (Giglioti et al., 2006;Lauar et al., 2010), sugerindo que o H,0,
desta via poderia na verdade interferir com mecanismos celulares que inibiriam

as acoes da ANG Il (VIA 2 do esquema abaixo).
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\s}
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Embora o resultado da injecdo de H,O, exdgeno, na ASM, seja um
indicativo que esta ERO esteja envolvida na regulacdo da resposta dipsogénica
induzida pelo carbacol na ASM, néo se sabia os efeitos do aumento dos niveis
enddgenos locais de H,O, na ASM sobre as respostas dipsogénicas e renais
(natriurese e anti-diurese) induzidas pela estimulacdo colinérgica, com
carbacol, na ASM.

Através da atividade da catalase, o H,O, é transformado em O, e H,O.

O 3-Amino-1,24-triazol (ATZ) € um composto organico heterociclico que
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consiste de um 1,2,4-triazol substituido com um grupo amino, ele € um inibidor
da atividade da catalase, aumentando, assim, o H,O, enddgeno (Cardoso et

al., 2009;Lauar et al., 2010;Pastor et al., 2004).

2. Objetivos

Estudar os efeitos do aumento de H,O, enddgeno, através da injecdo do
ATZ — 3 amino 1,2,4 triazole (inibidor da catalase) na ASM, sobre a ingestao de
agua e sobre a excrec¢do renal induzidas pela injecdo de carbacol também na

ASM, area rica em receptores colinérgicos.

3. Materiais e Métodos
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, pesando entre 280 - 320 g fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
UNESP, campus de Araraquara. Os animais foram mantidos com &gua de
torneira e racéo granulada ad libitum em gaiolas individuais. Os procedimentos
apresentados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA

- processo 08/2010) da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP.

3.2. Implante de canulas na area septal medial (ASM)

Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal)
e xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico
(modelo Kopf 900). Apés a incisé@o 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.
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Determinado o ponto de introducdo da canula de aco inoxidavel (12 x 0,6 mm
d.i.), foi executada a trepanacdo da abdbada com auxilio de uma broca
esférica, tomando-se o cuidado para evitar lesdo do seio venoso longitudinal.
Através desse orificio, apés o afastamento cuidadoso do seio venoso
longitudinal com auxilio de uma agulha hipodérmica, a canula foi introduzida
baseada nos parametros estereotaxicos do Atlas de Paxinos e Watson
(Paxinos and Watson, 1986), a saber: AP = 0,8 mm rostral ao bregma; L= 0,0
mm do seio venoso; V = 3,8 mm abaixo da superficie do 0sso. As canulas
foram fixadas nas cabecgas dos ratos com parafusos e resina acrilica e uma
dose profilatica de penicilina (50.000 Ul, intramuscularmente) e uma dose de
antiinflamatério (cetoprofeno 1%, 0,1 ml/rato, subcutaneamente) foram

injetadas ao final da cirurgia.

3.3. Drogas utilizadas
» Carbacol (4 nmol/0,5 pL) - agonista colinérgico
» 3 amino 1,2,4 triazole (ATZ) - inibidor da catalase - doses:
10 nmol/0,5 pL e 300 mg/kg/mL
> H,0, (1 umol/0,5 uL)
» Salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL)
» PBS (salina tamponada — veiculo)

Carbacol e ATZ foram dissolvidos em salina isotonica (NaCl 0,15 M).
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3.4. Medidas de ingestdo de agua
A quantidade ingerida de agua nos protocolos experimentais foi quantificada
através de buretas de vidro graduadas em 0,1 ml e adaptadas com um bico de

metal. Os animais ndo tiveram acesso a ra¢ao durante os experimentos.

3.5. Medidas da excrecao de sodio e potassio

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 Na'/K’. A excrecéo total de Na’ e K* foi

calculada como concentracéo de Na* e K" multiplicado pelo volume urinario.

3.6. Microinjecdo de drogas na ASM

As injecbes na ASM foram realizadas com seringa de microlitro Hamilton (10
ulL), conectada a uma canula injetora de aco inoxidavel com 14 mm de
comprimento (2 mm a mais que a canula guia implantada na ASM ), através de
um tubo de polietileno (PE-10). O volume injetado foi de 0,5 puL em todos os

protocolos experimentais.

3.7. Histologia

Ao final dos experimentos, sob anestesia profunda (tiopental sédico, 80
mg/kg, ip), o coracdo dos animais foi exposto cirurgicamente, realizando-se
uma perfusdo com solucdo de formalina a 10%. A seguir, os cérebros foram
retirados e mergulhados no mesmo agente fixador por pelo menos 72 h.
Posteriormente, utilizando um microtomo de congelamento (Leica SM 2000 R)

os ceérebros foram seccionados em cortes coronais de 50 um, corados pela
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técnica de Nissl para posterior analise, em microscopio 6ptico, do sitio de

injecao.

3.8. Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média =+ EPM e analisados por andlise de
variancia de duas vias para medidas repetidas (ANOVA), associadas ao
Student-Newman-Keuls. Diferencas foram consideradas significantes para p <

0,05.

4. Protocolos experimentais
4.1. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5uL) na area septal medial
sobre a resposta dipsogénica induzida pela injecdo de carbacol também

na area septal medial.
Foram injetados na area septal medial ATZ (10 nmol/0,5 uL), carbacol (4
nmol/0,5 uL) ou salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL)
Os animais foram submetidos a 4 experimentos:
» salina ASM + salina ASM
» salina ASM + carbacol ASM
» ATZ ASM + salina ASM,;

> ATZ ASM + carbacol ASM.

Em cada experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que
metade dos animais recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra

metade recebeu outro dentre estes tratamentos. A sequéncia dos tratamentos
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nos diferentes experimentos foi aleatdria e no final dos 4 experimentos todos os
ratos receberam todos os tratamentos. ATZ ou salina foi injetado 15 minutos
antes de carbacol ou salina. Imediatamente ap0s a injecdo de carbacol ou
salina as buretas de agua foram oferecidas aos animais e as medidas foram
feitas aos 15, 30, 45, 60 minutos. Durante todo o experimento os animais néo

tiveram acesso a racao.

4.2. Efeito da administracdao de ATZ (10 nmol/ 0,5uL) na ASM sobre a
excrecdo renal de Na" e K* e volume urinario em ratos tratados ou n&o

com carbacol injetado na ASM.

Para a analise da excrec¢do renal, apoés 14 h de privacdo de alimento com
agua disponivel, os animais foram submetidos a sobrecarga hidrica
(aproximadamente 10 mL) administrada intragastricamente. ApGds 45 minutos
ATZ (10 nmol/0,5 uL) ou salina (NaCl 0,15 M, 0,5 ulL) foi injetada na ASM.
Apés uma hora da primeira sobrecarga hidrica, foi administrada outra
sobrecarga hidrica (aproximadamente 10 mL). Este procedimento diminui a
osmolaridade plasmética e aumenta a diurese. Simultaneamente com a
segunda gavagem, foi injetado carbacol (4 nmol/0,5 pL) ou salina (NaCl 0,15 M,
0,5 uL) na ASM. A urina excretada ap0s as injecdes centrais foi coletada a
cada 30 min, por um periodo de 120 min. Durante todo o procedimento
experimental os animais nao tiveram acesso a racao.

Um grupo de animais foi submetido a 4 experimentos com um intervalo de

pelo menos 3 dias entre dois experimentos. Além da sobrecarga intragastrica
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de agua os animais foram submetidos aos mesmos tratamentos do protocolo
anterior.

Em cada experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que
metade dos animais recebeu um dos tratamentos descritos no protocolo
anterior e a outra metade recebeu outro dentre aqueles tratamentos. A
sequéncia dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatéria e no final

dos 4 experimentos todos o0s ratos receberam todos os tratamentos.

4.3. Efeito da administracdo de ATZ (300 mg/kg/mL) intraperitonealmente,
associado a H,O, (1 umol/0,5 yL) na area septal medial sobre a resposta
dipsogénica induzida pela injecdo de carbacol também na é&rea septal

medial.

Este protocolo foi realizado a fim de avaliar se a injecdo de ATZ periférico
associada a um aumento de peroxido de hidrogénio na ASM seria capaz de

reduzir a acdo dipsogénica induzida por carbacol.

Foram injetados, intraperitonealmente, salina (NaCl 0,15 M, 300 mg/kg/mL)
ou ATZ (300 mg/kg/mL). E na area septal medial H,O, (1 pmol/0,5 L),
carbacol (4 nmol/0,5 uL), salina (NaCl 0,15 M, 0,5 uL) ou PBS (salina
tamponada — veiculo).
Os animais foram submetidos a 4 experimentos:
» salina l.P + PBS ASM + salina ASM
» salina l.P + PBS ASM + carbacol ASM

» ATZ |.P + PBS ASM + carbacol ASM;

» ATZI.P + H,O, ASM + carbacol ASM.
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Em cada experimento o grupo de animais foi dividido em dois, sendo que
metade dos animais recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra
metade recebeu outro dentre estes tratamento. A sequéncia dos tratamentos
nos diferentes experimentos foi aleatéria e no final dos 4 experimentos todos os
ratos receberam todos os tratamentos. ATZ ou salina foram injetados 9 minutos
antes de PBS ou H;O, e 10 minutos antes de salina ou carbacol.
Imediatamente apds a injecado de carbacol ou salina as buretas de dgua foram
oferecidas aos animais e as medidas foram feitas aos 15, 30, 45, 60 minutos.

Durante todo o experimento 0s animais ndo tiveram acesso a racao.

5. Resultados
5.1. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5 pL) na &rea septal medial
sobre a resposta dipsogénica induzida pela injecdo de carbacol também

na area septal medial.

Na figura 1 verifica-se que ha resposta dipsogénica induzida pelo
carbacol, através da estimulacao colinérgica na ASM, a qual ndo foi modificada
pela injecdo prévia de ATZ, também na ASM (ATZ + carbacol: 10,7 + 4,5 vs.,
salina + carbacol: 9,5 = 5,3 mL/1 h). Houve diferenca significativa na ingestéo
de &gua dos ratos tratados com ATZ + carbacol ou salina + carbacol

comparados aqueles tratados com salina + salina (grupo controle).
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Figura 1: Ingestdo cumulativa de 4gua em ratos tratados com ATZ (10 nmol/
0,5 L) ou salina combinados com carbacol (4 nmol/ 0,5 pL) ou salina. Os
resultados foram expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias

associado ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05. *diferente de salina + salina.

n = numero de animais.

5.2. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5 pL) na ASM sobre a
excrecdo renal de Na® e K* e volume urinario em ratos tratados ou n&o
com carbacol injetado na ASM.

5.2.1. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5 pL) na ASM sobre a

anti-diurese induzida pela injecdo de carbacol também na ASM.
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Na Figura 2 verifica-se que a injecdo de carbacol na ASM produz anti-
diurese. O tratamento prévio com ATZ reverteu a anti-diurese induzida pelo
carbacol na ASM (ATZ + carbacol: 10,5 + 2,1 vs., salina + carbacol: 7,3 £ 1,6
mL/120 min, p < 0,05). Além disso, houve diferenga significativa no volume
urinério excretado dos ratos tratados com ATZ + carbacol ou salina + carbacol

comparados aqueles tratados com salina + salina (grupo controle).
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Figura 2: Volume urinario cumulativo em ratos tratados com ATZ (10 nmol/0,5
pL) ou salina combinados com carbacol (4 nmol/0,5 uL) ou salina na ASM. Os
resultados estdo expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias
associado ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05. *diferente de salina+ salina e

ATZ+ salina; # diferente de salina + carbacol. n = nUmero de animais.
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5.2.2. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5 pL) na ASM sobre a
natriurese induzida pela injecdo de carbacol também na ASM.

Na Figura 3 verifica-se que a injecdo de carbacol na ASM produz
natriurese. A natriurese induzida pelo carbacol ndo foi revertida pela injecao
prévia de ATZ, também na ASM (salina + carbacol: 419,4 + 183,8 vs. ATZ +
carbacol: 525,5 + 187 uEqg/120 min). Houve diferenca significativa na excrecéo
cumulativa de sddio dos ratos tratados com ATZ + carbacol ou salina +

carbacol comparados aqueles tratados com salina + salina (grupo controle).

:t Salina + Carbacol
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ATZ + Salina
::: Salina + Salina
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Figura 3: Excrecdo cumulativa de sédio em ratos tratados com ATZ (10
nmol/0,5 pL) ou salina combinados com carbacol (4 nmol/0,5 uL) ou salina na
ASM. Os resultados estédo expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias
associado ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05. *diferente de salina+ salina e

ATZ+ salina. n = nimero de animais.
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5.2.3. Efeito da administracdo de ATZ (10 nmol/ 0,5 pL) na ASM sobre a
caliurese induzida pela injecdo de carbacol também na ASM.

Na figura 4 observa-se que a inje¢cdo de carbacol na ASM produz
caliurese. A caliurese induzida pelo carbacol nao foi revertida pela injecéo
prévia de ATZ, também na ASM (salina + carbacol: 134 + 30,3 vs. ATZ +
carbacol: 151,9 £+ 34,3 uEqg/120 min). Houve diferenca significativa na excrecéo
cumulativa de potassio dos ratos tratados com ATZ + carbacol ou salina +

carbacol comparados aqueles tratados com salina + salina (grupo controle).
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Figura 4: Excre¢do cumulativa de potassio em ratos tratados com ATZ (10
nmol/0,5 pL) ou salina combinados com carbacol (4 nmol/0,5 uL) ou salina na
ASM. Os resultados estdo expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias

associado ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05. *diferente de salina+ salina e

ATZ+ salina. n = nimero de animais.

5.3. Efeito da administracdo de ATZ (300 mg/kg/mL) intraperitonealmente,
associado a H,O, (1 umol/0,5 uL) na area septal medial sobre a resposta

dipsogénicainduzida pela injecdo de carbacol também na ASM.

Na figura 5 verifica-se que h& resposta dipsogénica induzida pelo
carbacol, através da estimulagdo colinérgica na ASM. Esta resposta foi

reduzida pela injecao prévia de ATZ (I.P) associada a H,O, na ASM (ATZ +
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H,O, + carbacol: 8,9 + 4,5 vs., salina + PBS + carbacol: 14,3 £ 3,5 mL/1 h). A
injecdo apenas de ATZ periférico ndo modificou a resposta dipsogénica
induzida pelo carbacol (ATZ + PBS + carbacol: 17,8 + 4,2 vs., salina + PBS +
carbacol: 14,3 + 3,5 mL/1 h). Houve diferenca significativa na ingestdo de agua
dos ratos tratados com ATZ + H,O, + carbacol, salina + PBS + carbacol ou ATZ
+ PBS + carbacol comparados aqueles tratados com salina+ PBS + salina

(grupo controle).
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Figura 5: Ingestdo cumulativa de agua em ratos tratados com ATZ (300
mg/kg/mL) ou salina I.P combinados com PBS ou H,O; (1 umol/0,5 uL) e
carbacol (4 nmol/0,5 puL) ou salina na ASM. Os resultados estdo expressos
como média £+ EPM. ANOVA de duas vias associado ao Student-Newman-
Keuls; P < 0,05. *diferente de salina + PBS + salina; # diferente de salina +

PBS + carbacol. n = nUmero de animais.

6. Histologia
A Figura 6 é uma fotomicrografia mostrando o local tipico das injecdes

na ASM em um rato que representa o0s ratos utilizados em nosso estudo.
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Figura 6: Fotomicrografia mostrando o sitio de injecdo na ASM (seta).

7. Discusséo

A estimulacdo colinérgica central, incluindo da ASM, induz resposta
dipsogénica, natriurese, caliurese e anti-diurese (Colombari et al.,
1992a;Colombari et al., 1992b;Menani et al., 1990;Saad et al., 1976). Os
resultados mostram que apenas a resposta anti-diurética induzida pelo
carbacol na ASM foi reduzida pelo tratamento prévio com ATZ na ASM.

Recentemente, estudos do nosso laboratério ainda nao publicados
demonstraram que a resposta dipsogénica e natriurética do carbacol injetado

no ventriculo lateral foram reduzidas pela administracdo direta de H,0;
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(Pingueiro et al., 2008). Nos dados obtidos no presente projeto as respostas
dipsogénica, natriurética e caliurética do carbacol ndo foram atenuadas pelo
ATZ. Provavelmente a concentracdo enddgena de peréxido de hidrogénio que
€ produzido pelo ATZ através do bloqueio da catalase ndo seja suficiente para
gue os efeitos dipsogénico, natriurético e caliurético do carbacol sejam
atenuados.

E possivel que na dose utilizada na ASM, o ATZ ndo consiga gerar
peréxido de hidrogénio suficiente para reduzir as respostas dipsogénica,
natriurética e caliurética. De fato, quando combinamos uma dose pequena de
H,0, (1 umol, vs. doses de 5 pmol utilizadas por Lauar et al, 2010) com uma
dose de ATZ administrado perifericamente, observamos o efeito aditivo de
peroxido central e inibicdo da catalase, e desta forma, uma reducdo na
ingestao de 4gua foi observada.

Os resultados obtidos sobre a anti-diurese produzida pelo carbacol na
ASM vao ao encontro de dados recentes, ainda n&o publicados, do nosso
laboratério que demonstram que o tratamento prévio com H,O, na ASM reverte
a anti-diurese induzia pelo carbacol, também na ASM. Como citado na
introducéo, a ASM envia projecdes para PVN e SON, (Oldfield et al., 1985).
Esses nucleos sédo secretores dos horménios vasopressina e ocitocina
(Swanson & Sawchenko, 1980;Swanson & Sawchenko, 1983), os quais tém
funcdo antidiurética/pressora (Swanson & Sawchenko, 1980) e natriurética
(Huang et al., 1995), respectivamente. O PVN também é um importante nucleo
gue esta envolvido com a ativacdo do sistema nervoso simpatico e na
regulacdo da ingestdo de agua (Urzedo-Rodrigues et al., 2011;Toney et al.,

2003;Gutman et al., 1988;Colombari et al., 2010). Parte da resposta pressora e
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a anti-diurese induzida pela estimulacdo colinérgica central, incluindo a ASM, é
atribuida a secrecdo de vasopressina (Tanaka et al., 1988). Por outro lado a
natriurese induzida pela estimulacdo colinérgica central € atribuida ao efeito
direto da ocitocina produzindo natriurese, bem como pela acdo da ocitocina em
estimular a secrecdo de peptideo natriurético atrial (ANP), produzido pelos
mioticos cardiacos (Colombari et al., 1994;Antunes-Rodrigues et al., 2004).
Portanto, € conhecido que ocorre aumento da secre¢do de vasopressina pela
ativacao colinérgica central, resultando em anti-diurese (Antunes-Rodrigues et
al., 2004;Hoffman et al.,, 1977). Sendo assim, nossa hip6tese é de que o
aumento dos niveis de H,O, na ASM iniba ou reduza a secrecdo de
vasopressina induzida pelo carbacol, bloqgueando a anti-diurese. Uma vez que
ndo foi necessario ter o efeito aditivo de injecdo central de perdxido e inibicao
da catalase, é possivel que o mecanismo colinérgico para a resposta anti-
diurética do carbacol na ASM seja mais sensivel as EROs do que a resposta
dipsogénica.
Com relacdo ao carbacol ou a estimulos colinérgicos, estudos realizados
em glandulas parétidas de ratos demonstraram que o H,O, pode atenuar a
secrecgéo de amilase induzida pelo carbacol por interferir na [Ca2+]; (Mata et al.,
2008), sugerindo uma agao inibitéria do H,O, na resposta do carbacol. Outros
estudos feitos em &trios isolados de ratos sugerem que o H,O, pode alterar o
acoplamento do carbacol com o receptor muscarinico, e desta forma, alterar a
resposta ao carbacol (Peters et al., 2001). Por outro lado, tem sido também
demonstrado em aortas isoladas de ratos e camundongos que as acodes
vasodilatadoras da acetilcolina sdo dependentes de formagdo endotelial de

H,O, (Capettini et al.,, 2008;Rabelo et al., 2003). Podemos verificar também
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gue, para o sistema colinérgico, ha estudos mostrando que o H,O, pode
modular positivamente ou negativamente as respostas induzidas pelo carbacol
ou acetilcolina. Esses dados sugerem que o H,O, modula negativamente as
acOes do carbacol e da acetilcolina, seja por interferir diretamente no receptor
muscarinico ou por reduzir os efeitos intracelulares decorrentes da ativagédo de
receptores muscarinicos. Outro mecanismo proposto € que o H,O, possa
reduzir a excitabilidade neuronal como consequéncia da inibicdo do glutamato
ou pelo aumento da liberagdo de GABA ou pela ativacdo de canais de Karp, OU
seja, 0 H,O, atuaria de forma indireta nas respostas colinérgicas (Avshalumov

et al., 2005;Bao et al., 2005;Zoccarato et al., 1990;Zoccarato et al., 1995).

8. Concluséo

Concluindo, os resultados mostram que as injecbes de ATZ na ASM
revertem a anti-diurese induzida pela injecdo de carbacol na ASM, sugerindo
gue o H»O, enddgeno inibe os mecanismos anti-diuréticos ativados pela
estimulacdo colinérgica da ASM. Os dados apresentados também indicam um
possivel papel das EROS, geradas endogenamente na ASM, na regulagcdo da

ingestédo de 4gua induzida por estimulo colinérgico da ASM.
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