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RESUMO

Solventes organicos hexacarbonados sao compostos usados
extensivamente na inddstria, sendo responsaveis por um quadro
de neuropatia em individuos expostos ocupacionalmente. O
principal metabdélito destes solventes encontrado no organismo
de humanos e animais experimentais & a 2,5-hexanodiona, a qual
parece mediar o quadro neurotéxico induzido por seus compostos
progenitores. Animais experimentais tratados com a 2,5-
hexanodiona apresentam fraqueza motora e diminuig¢ao no ganho
de peso corporal. Alguns estudos demonstram ainda inibig¢ao da
atividade de enzimas glicoliticas e alteragao da atividade da
acetilcolinesterase. Neste trabalho de tese, estudou-se o
efeito do tratamento crdnico em ratos adultos e jovens sobre
diversos parémetros bioquimicos, fisicos e comportamentais.
Estudou-se ainda o efeito do tratamento agudo sobre alguns
par@metros comportamentais e nocicepg¢ao. Outro aspecto
abordado foi o estudo do efeito da 2,5-hexanodiona sobre a
atividade de colinesterases "in vitro" e "in vivo".

Observou-se que tanto ratos jovens como ratos adultos
intoxicados cronicamente com a 2,5-hexanodiona apresentaram
diminuig¢ao no ganho de peso corporal e menor peso de cérebro
que os animais controle. Peso de figado s6 foi afetado em
ratos jovens. Os animais adultos intoxicados apresentaram
ingestao ‘alimentar semelhante aos animais controle e beberam
ligeiramente mais que estes tltimos. Tanto os animais adultos
como os animais jovens tratados com 2,5-hexanodiona
apresentaram glicemia e glicogénio muscular e hepatico
semelhante aos animais tratados com veiculo, com exceg¢ao dos
ratos jovens tratados por 8 dias com 400 mg/kg de 2,5-
hexanodiona, que apresentaram menor glicemia, e dos ratos
adultos tratados com 1,6-hexanodiol, que apresentaram maior
contettdo de glicogénio hepatico que os demais grupos. Este
tltimo efeito deve estar relacionado & maior ingestao de
comida apresentada por este grupo. Das enzimas estudadas,
apenas a atividade da LDH de figado de ratos jovens foi
inibida (22%) pelo tratamento com a 2,5-hexanodiona.

Os animais adultos tratados cronicamente com 2,5-
hexanodiona apresentaram na tarefa de habituagao ao campo
aberto uma diminuig¢ao do nimero de respostas de orientagao e
de cruzamentos, mas habituaram-se & tarefa. Na tarefa de
esquiva inibitéria, o tratamento com o hexacarbono também nao
interferiu na retencao da mesma. Entretanto, na tarefa de
esquiva ativa de duas vias, observou-se um acentuado
envolvimento locomotor (também verificado no compo aberto)
prejudicando o numero de respostas de esquiva e de cruzamentos
interprovas nas sessees de treino e teste. Diferentemente do
tratamento crdnico, o tratamento agudo de ratos adultos com a
droga prejudicou sensivelmente a retencao das tarefas de
habituacao ao campo aberto e esquiva inibitoéria, sem afetar a
atividade locomotora. Os animais jovens tratados
prolongadamente com a 2,5-hexanodiona demonstraram prejuizo no
comportamento de alternar espontdneo e na tarefa de esquiva
inibitéria, enquanto que o reflexo de geotactismo nao foi
alterado pela droga.



Animais tratados aguda, mas nao cronicamente, com a 2,5-
hexanodiona apresentaram antinocicep¢ao dependente da dose e
do intervalo de tempo apés sua administracao. Este efeito foi
bloqueado parcialmente pela administragao concomitante de
atropina.

A atividade da AChE de cérebro foi inibida "in wvitro"
pela 2,5-hexanodiona. As alteragees nos pardmetros cinéticos
(aumento do Km aparente e diminuigao na Vmax) em adig¢ao as
caracteristicas ‘da representagao grafica de Dixon e & formagao
de um complexo enzima-susbstrato-inibidor nao catalitico,
sugerem que a 1inibig¢ao induzida pela 2,5-hexanodiona seja do
tipo mista linear.

A atividade da acetilcolinesterase de cérebro de ratos
adultos tratados agudamente e de ratos adultos e jovens
tratados cronicamente com a 2,5-hexanodiona nao mostrou-se
alterada. Apenas a atividade da acetilcolinesterase de soro de
ratos Jjovens apresentou-se ligeiramente aumentada pelo
tratamento crdnico com a 2,5-hexanodiona.
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I. INTRODUCAO

O n-hexano ¢ um liquido volatil e incolor. Na maioria dos
casos, este composto é usado como uma mistura de seus isOmeros
e outros compostos de seis carbonos. Seu uso ¢ muito difundido
por ser um excelente e inespecifico solvente, utilizado com
predomindncia no processamento de alimentos, incluindo a
extragao de 6leos de soja, semente de linho, amendoim, milho e
carogo de algodao, na polimerizacao da borracha, na manufatura
de produtos farmac&uticos, além de ser encontrado em produtos
como colas, adesivos, tintas e vernizes e ainda, como
componente da gasolina (0,4 - 9 %).

Por ser volatil, o n-hexano se encontra, no ambiente,
predominantemente na fase de vapor, tendo uma meia-vida na
atmosfera de aproximadamente 2 dias. E absorvido rapidamente
pelos pulmees e também de forma rapida ¢ distribuido pelo
organismo do individuo adulto tao bem como pelos tecidos
fetais [Couri & Milks, 1982; n-Hexane, 1991].

Até o fim da década de 60, o uso deste tipo de solvente
na indastria era considerado seguro. Atualmente, em varios
paises, tém sido estipulados limites de exposigao ocupacional
ao n-hexano, sendo que estes variam de 100 - 1800 mg/m3 (time-
weighted average, TWA; exposigao média maxima em um periodo de
trabalho de 8 a 12 horas por dia) conforme o pais [n-Hexane,
1991].

Estes limites foram impostos devido & identificagao de uma

sindrome de toxicidade caracterizada, clinicamente, por uma



fraqueza nos membros posteriores, em individuos expostos
ocupacionalmente ao n-hexano e/ou a 2-hexanona.

Casos de neuropatia periférica acentuada foram relatados
entre trabalhadores de fabricas de sanddlias no Japao e
fabricas de impressos em Taiwan, expostos a niveis de n-hexano
de aproximadamente 176 e 353 mg/m3 (50 e 100 ppm),
respectivamente, por um periodo de mais de 8 horas por dia [n--
Hexane, 1991]. Estes niveis sao relativamente baixos quando
comparados & variacao do limite permitido, apesar de que no
Japao este indice ¢ de 141 mg/m3.

Observacgees clinicas similares tém sido feitas em
individuos que té&m o habito de cheirar "cola de sapateiro",
laques, vernizes e outros solventes que conténham nrhexaho.
Nestes casos de inalagao voluntaria, a neuropatia apresentada
por estes individuos é chamada de "glue sniffer’s neuropathy"
ou "huffer’s neuropathy" [Korobkin et al., 1975; Prockop et
al., 1974; Towfighi et al., 1976].

Por razees econdmicas, muitos individuos que cheiram cola
o fazem em substituicao ao uso da maconha e do &lcool, assim
como de outras drogas ainda mais caras e de maior controle de
consumo.

A euforia induzida pelo vapor destas substéncias dura em
média de 5 a 15 minutos, e a inalacao pode ser repetida varias
vezes durante horas [Prockop et al., 1974].

Normalmente, os individuos que fazem uso destas drogas
sao muito jovens (j& a partir dos 14 anos de idade ou menos),

e somente um pequeno numero deles procura ajuda médica e s6 o



faz quando comegca a apresentar sinais acentuados de fraqueza
motora nas extremidades. A maioria deles, por apresentar
ligeira neuropatia, sobrevive a ela, limitando desta forma nao
apenas os dados estatisticos do uso deste tipo de agente
téxico como também o estudo das consequéncias de uso dos
mesmos .

Apesar das poucas informagees disponiveis sobre a
toxicidade aguda do n-hexano em humaﬁos, os dados existentes
sugerem que o composto tenha baixa toxicidade aguda. Porém a
exposigao a niveis em torno de 3520 a 17600 mg/m3 (1000 a 5000
ppm) por 10 - 60 minutos pode induzir sinais de depressao no
sistema nervoso central, sonoléncia, vertigem, nausea e dor de
cabeca [Couri & Milks, 1982].

Varios estudos sobre a neurotoxicidade do n-hexano (q}da
2-hexanona) e seus metabdlitos, em humanos, ratos e galinhas,
tém indicado a 2,5-hexanodiona como o metabdlito neurotéxico
destes agentes ([Abou-Donia et al., 1988; Couri & Milks, 1982;
Krasavage et al., 1980], com um potencial neurotoédéxico 38 vezes
maior que o n-hexano [Krasavage et al., 1980].

O metabolismo do n-hexano e da 2-hexanona pode seguir
varias vias distintas. Algumas levam & produgao do metabédlito
neurotodxico 2,5-hexanodiona, e outras degradam alguns dos
metabolitos a CO,. No organismo, o composto também pode ser
inativado por conjugagaoc a grupos hidroxil disponiveis para
formar sulfatos e glucuronideos. Estes conjugados sao entao
eliminados rapidamente na wurina e Dbile, tornando-se
indisponiveis para Dbiotransformagees e/ou interagees

toxicolégicas futuras [Couri & Milks, 1982; n-Hexane, 1991].



Em animais tratados com 2,5-hexanodiona, o unico metabdélito
encontrado foi a 5-hidroxi-2-hexanona [DiVincenzo et al.,
1976] .

A determinagao de metabélitos do n-hexano na urina tem
sido utilizada para monitoramento biolbégico de pessoas
expostas ocupacionalmente ao n-hexano. Os metabdlitos mais
comumente encontrados na urina de trabalhadores sao: 2-
hexanol, 2,5-dimetilfurano, -valerolactona [Perbellini et
al., 1980], 2,5-hexanodiona ([Ahonem & Schimberg, 1988; Fedtke
& Bolt, 1987; Kawai et al., 1991; Perbellini et al., 1980] e
4,5-dihidroxi-2-hexanona [Fedtke & Bolt, 1987). A urina de
ratos intoxiquos com vapor de n-hexano apresenta
principalmente: l-hexanol, 2-hexanol, 3-hexanol, 2,5-
hexanodiona, 2,5-dimetilfurano [Fedtke & Bolt, 1987; Frontali
et al., 1981; Perbellini et al., 1982}, -valerolactona
[Frontali et al., 1981; Perbellini et al., 1982] e 4,5-
dihidroxi-2-hexanona [Fedtke & Bolt, 1987].

Pode-se verificar que o metabdélito comum em todos os
estudos ¢é a 2,5-hexanodiona. Assim, devido & presenga
constante da 2,5-hexanodiona como metabdélito encontrado na
urina de trabalhadores, um limite de exposigao biolégica
(Biological Exposure Index, BEI) foi estabelecido nos Estados
Unidos em 1986. Este indice ¢ de 4 mg de 2,5-hexanodiona por
litro de wurina. Porém, a relagao gquantitativa entre a
intensidade da exposigao ao n-hexano e a excregao urin&ria de
2,5-hexanodiona, assim como a apresentagao dos efeitos

toéxicos, estd sujeita a variagees devido, nao s6 a



dificuldades e diversidades técnicas [Ahonem & Schimberg,
1988; DiVincenzo et al., 1976; Fedtke & Bolt, 1987; Kessler et
al., 1990; Ogata et al., 1991; Perbellini et al., 1990; Vohra
& Gaind, 1992], mas, principalmente, devido a interacees
quimicas do n-hexano com outros solventes [Kawai et al |,
1991; Perbellini et al., 1982; Ralston et al., 1985].

Na realidade, interag¢ees sinérgicas entre solventes
parecem contribuir para o aparecimento dos efeitos sobre o
sistema nervoso, desde que, na intoxicag¢ao ocupacional, a
exposigcao simultinea a um numero de diferentes solventes é
mais comum que a exposig¢ao a um ¥nico solvente [Couri & Milks,
1982; n-Hexane, 1991].

Os riscos a saude devido a exposigao a misturas dex
solventes tém sido analisados em termos de somacao dos efeitos
quando da exposi¢ao a um unico solvente. Entretanto, a
estimativa de efeitos torna-se incorreta, desde que vAarios
efeitos nao aditivos tém sido relatados apdés a exposigac a
multiplos solventes. Por exemplo, o solvente metil-etil-cetona
¢ um composto nao neurotéxico, mas aumenta sensivelmente a
toxicidade do n-hexano [Kawai et al., 1991; Perbellini et al.,
1982; Ralston et al., 1985], da 2-hexanona [Misumi & Nagano,
1985] e do metil-iso-butil-cetona [Abou-Donia et al., 1985]. A
acetona aumenta a toxicidade da 2,5-hexanodiona [Ladefoged et
al., 1989; Larsen et al., 1991]. Por outro lado, o tolueno
[Nylén et al., 1994a) e o xileno [Nylén et al., 1994b] parecem

diminuir a toxicidade do n-hexano.
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O composto hexacarbonado 2,5-hexanodiona possui uma
pressao de vapor baixa (1,6 mmHg a 252C) e seu uso na
inddstria & muito limitado. Por estes motivos nenhum caso de
neuropatia por intoxicagao com 2,5-hexanodiona tem sido
descrito. Porém, o vapor do composto causa irritacao em
mucosas e sua aplicagao tépica provoca manchas na pele.

A 2,5-hexanodiona também pode ser absorvida pela pele,
mas nenhum caso de neurotoxicidade tem sido descrito em
humanos por esta via de administragao [Couri & Milks, 1982].

Dados de toxicidade animal tém indicado, entretanto, que
a 2,5-hexanodiona pode produzir neuropatia periférica quando
animais sao tratados com a droga pelas vias intraperitoneal
[Anthony et al., 1983b; Braendgaard & Sidenius, 1986; Ferri et
al., 1988; Rossi et al., 1982; Sickles, 1991], subcuténea
[Missumi et al., 1985], oral, através de sonda ou na &agua de
beber [Anthony et al., 1983a; DeCaprio & O’Neill, 1985;
Krasavage et al., 1980; O’Donoghue et al., 1984; Ralston et
al., 1985; Sahenk & Mendell, 1981], dérmica [Abou-Donia et
al., 1985] e intratecal [Hammond-Toocke, 1992].

Como a 2,5-hexanodiona ¢é soluvel em &gua, tem maior
persisténcia no soro que o n-hexano, a 2-hexanona e que outros
metabolitos, incluindo o 2-hexanol, 2,5-hexanodiol e a 5-
hidroxi-2-hexanona. Este fato contribui para a neurotoxicidade
pronunciada induzida pela 2,5-hexanodiona e por seus compostos

progenitores [Couri & Milks, 1982].

I.1. NEUROTOXICIDADE



Humanos e animais experimentais expostos a concentracees
relativamente altas de n-hexano ou 2-hexanona e animais
experimentais tratados com 2,5-hexanodiona desenvolvem uma
sindrome neurotéxica que tornou-se conhecida como "hexacarbon
peripheral neuropathy" ([Allen et al., 1975; Anthony et al.,
1983a,b; Couri & Milks, 1982; Ferri et al, 1988; n-Hexane,
1991; O’'Donoghue et al., 1984; Paulson & Waylonis, 1976; Rossi
et al., 1982].

O termo "hexacarbon neuropathy" tem sido aplicado &
sindrome de axonopatia distal central e periférica, induzida
quimicamente por compostos que possuem esqueleto de seis
carbonos. Entretanto, a disposicao-{—dicetona do oxigénio com
os &tomos de carbono do composto hexacarbonado parece exercer
efeito fundamental na indugao das neuropatias. Por exemplo, o
l1-hexanol, 2,4-hexanodiona, 2,3-hexanodiona, 2,6-heptanodiona
e a 1,6-hexanodiol nao possuem o espagamento 1,4 entre os
grupos carbonil, sendo todos compostos nao neurotéxicos. Por
outro lado, as zﬂ—dicetonas 2,5-heptanodiona e 3,6-
octanodiona produzem neuropatia idéntica & induzida pela 2,5-
hexanodiona [Couri & Milks, 1982].

A sindrome neurotéxica induzida por estes compostos &
caracterizada, patologicamente, por um alargamento do difmetro
do axdnio, por deposigao focal de neurofilamentos de 10 nm em
fibras nervosas mielinizadas do sistema nervoso central e
periférico. Este alargamento ocorre ao longo da fibra nervosa,
tendo origem proxima aos nodos de Ranvier na secgao mais

distal, mas nao terminal, do axdnio. Eventualmente, pode



desenvolver-se em regiees malis préximais e internodais, o que
ocorre com o aumento da dosagem [Anthony et al., 1983a,b;
Couri & Milks, 1982; Ferri et al., 1988; n-Hexane, 1991;
O’Donoghue et al., 1984; Rossi et al., 1982].

Quanto ao transporte axonal de neurofilamentos, os dados
da literatura sao controversos. Alguns sugerem que a 2,5-
hexanodiona aumenta [Monaco et al., 1989] outros que a 2,5-
hexanodiona diminui o transporte de neurofilamentos (Griffin
et al., 1984; Hammond-Tooke, 1992]. Outros estudos relatam
ainda que as xwdicetonas reduzem a velocidade do transporte
axonal retrébgrado [Braendgaard & Sidenius, 1986; Sahenk &
Mendell, 1981] ou anterégrado [Sickles, 1991]. A quantidade de
proteinas transportada também pode ser reduzida tanto por dose .
inica como,mﬂlﬁipla de 2,5-hexanodiona {Sickles, 1991].
Provavelmente, o decréscimo no transporte de neurofilamentos
seja o responsavel pela formagao do alargamento axonal, desde
que ele ocorre pré-terminalmente e nao no terminal do axdnio,
como poderia ser esperado se houvesse um aumento no transporte
de neurofilamentos [Hammond-Tooke, 1992].

A intoxicacgao com 2,5-hexanodiona altera a condugao
nervosa, ou por diminuir a amplitude do potencial de agao poéds-
ganglionar [Rossi et al., 1982] ou por diminuir a velocidade
da conducao em nervo motor [Ladefoged et al., 1989; Misumi et
al., 1985].

A desmielinizagao e a degeneragao retrograda da fibra e o
processo neurotéxico lembram as neuropatias "dying back"
associadas com acrilamida, sulfeto de carbono e

organofosforados [Couri & Milks, 1982; Griffin et al., 1983;



Hall & Gregson, 1982].

Varios estudos tém demonstrado que a reagao da ¥ -
dicetona com O grupo -amino da lisina de proteinas forma
adutos 2,5-dialquilpirréis [Anthony et al., 1983a,b; DeCaprio
et al., 1983, 1988; DeCaprio & O’Neill, 1985]. A formacao
destes adutos pirrédlicos com proteinas de neurofilamentos
parece ser o evento critico para a acumulagao patolégica dos
neurofilamentos, como resultado de mudangas fisicoquimicas
induzidas pelos adutos hidrofébicos [DeCaprio et al., 1983;
DeCaprio & O’Neill, 1985]. Anthony e colaboradores (1983b)
verificaram que a autoxidacao dos pirréis gera intermediarios
reativos que resultam na 1ligagao covalente cruzada de
proteinas, que, quando de neurofilamentos, "in vivo" pode

levar a acumulacao destes.

I.2. ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

A analise dos efeitos dos hexacarbonos sobre parametros
comportamentais tem se limitado, praticamente, a observagees
clinicas do estado geral dos animais. Estas observacgees tém
revelado que animais experimentais tratados por periodos
prolongados com 2,5-hexanodiona apresentam alteragees na
atividade locomotora espontinea [Rossi et al., 1982] e
fraqueza muscular, principalmente nos membros traseiros
[Anthony et al., 1983b; DeCaprio et al., 1988; Misumi et al.,
1985; Sabri, 1984]. Com o aumento das dosagens, oS animais
podem apresentar distdrbios no andar, caracterizado por andar

cambaleando a parte posterior do dorso [Misumi et al., 1985;
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Rossi et al., 1982)], ataxia [Abou-Donia et al., 1985; DeCaprio
& O’Neill, 1985] e paralisia dos membros traseiros
[Braendgaard & Sidenius, 1986; Sahenk & Mendell, 1981].

Apenas dois trabalhos relatam alteragees comportamentais
analisadas em tarefas especificas. Em um desses estudos, a
deficiéncia motora, observada por outros autores pela simples
observagao clinica, foi confirmada quando animais sao
submetidos a testes de reflexos simples e ao tempo de
permanéncia em uma barra, apés tratamento com a 2,5-
hexanodiona. Os animais apresentam uma diminuigao da resposta
reflexa aos 60 dias e nenhum reflexo é& emitido aos 80 dias de
tratamento com a droga, enquanto que, aos 40 dias de
tratamento, os animais apresentam diminuigao no tempo de
permanéncia na barra [Ralston et al., 1985].

No teste de "rotarod", os animais apresentam-se maié
sensiveis ao tratamento com 2,5-hexanodiona. A partir da
terceira semana de tratamento por via oral, na &agua de beber
[Ladefoged et al., 1989] ou por sonda [Ralston et al., 1985],

verifica-se diminuicao no tempo de permanéncia no aparelho.

I.3. METABOLISMO GLICOLITICO

0 quadro de axonopatia relatado para a intoxicagao com
2,5-hexanodiona ¢ idéntico aquele verificado em humanos e em
animais experimentais expostos & acrilamida [Couri & Milks,
1982; Spencer et al, 1979]. As semelhangas verificadas na
enfermidade apresentada por estes dois compostos levou a
hipottese de que ambos poderiam agir por um mesmo mecanismo de

indugao do quadro neurolégico.
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Spencer e colaboradores (1979) apresentaram uma hipotese
para a neuropatia induzida por alguns agentes neurotéxicos.
Esta hipotese sugere que a neuropatia pode ser produzida por
uma inibig¢ao de enzimas glicoliticas ao nivel do axdnio,
seguida pela interferéncia com o mecanismo de transporte
axonal, o qual requer energia do processo oxidativo. Os nodos
de Ranvier seriam as regiees mais atingidas neste mecanismo
por requererem maior quantidade de energia que as demais
regiees do axdnio. Desta forma, o bloqueio do transporte
axonal poderia ocorrer primeiro nestes sitios, causando
acumulo do material transportado nas regiees paranodais
proximas aos nodos de Ranvier.

Muitos estudos nesta linha de pesquisa tém reforcado a
teoria glicolifica.

"In vitro", a acrilamida inibe a atividade especifica da
enolase de cérebro de ratos [Howland et al., 1980a,b] e de
camundongos [Sakamoto & Hashimoto, 1985a], a enolase
especifica de neurdnio bovino [Sakamoto & Hashimoto, 1985a)] e
enolase do sistema visual [Griffiths et al., 1981] e de nervo
ciitico de ratos [Howland et al., 1980a). Este composto também
inibe a atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e da fosfofrutoquinase-1 de cérebro de ratos [Howland
et al., 1980b] e da GAPDH de cérebro de camundongos [Sakamoto
e Hashimoto, 1985a].

Ratos tratados prolongadamente com acrilamida apresentam
inibicao da atividade da GAPDH e enolase de nervo ciatico

[Sakamoto & Hashimoto, 1985b] e enolase de cérebro [Howland et
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al., 1980b].

Para os hexacarbonos, a enzima que tem-se apresentado
mais sensivel ¢é a GAPDH. Sabri e colaboradores (1979)
verificaram que a GAPDH cristalina ¢é inibida por 2,5-
hexanodiona e 2-hexanona, apresentando caracteristicas
cinéticas de inibigao do tipo mista para ambos o0s solventes.
Estes autores também verificaram que a GAPDH de nervo Cl4aL1CO
e de cérebro de ratos ¢ inibida "in vitro" por 2-hexanona, mas
nao por 2,5-hexanodiona, 1,6-hexanodiol e acetona.

Porém, outros estudos tém apresentado resultados
diferentes quanto & sensibilidade da GAPDH a 2,5-hexanodiona.
Igg de 3,85 mM e de 47,9 mM de 2,5-hexanodiona foram obtidos,
respectivamente, para a GAPDH purificada de miisculo de coelho
e para homogeneizado de cérebro de rato [Sabri, 1984; Howland
et al., 1980b]. Sabri (1984) verificou ainda que 25 mM de 2,5-
hexanodiona inibe 85 % da atividade especifica da enzima de
cérebro de rato, quando a mesma foi pré-incubada 20 min com o
solvente.

"In vivo", ratos tratados por 12 semanas com 0,5 % (v/v)
de 2,5-hexanodiona na &agua de beber apresentaram somente
inibicao (25%) na atividade da GAPDH de nervo cidtico, sendo
que a atividade da enzima de cérebro e de figado nao foi
alterada pelo tratamento [Sabri, 1984].

Outras enzimas glicoliticas, como a enolase, a
fosfofrutoquinase-1 e a lactato desidrogenase, também tém s1do
estudas quanto & sensibilidade aos hexacarbonos [Howland et
al., 1980b; Sabri, 1984; Sabri et al., 1979].

Grande importdncia havia sido dada & sensibilidade da
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fosfofrutoquinase-1 a estes solventes, devido ao fato desta
enzima ser um ponto de controle importante da velocidade da
glicélise (enzima alostérica com intmeros reguladores
positivos e negativos). Esta enzima, porém, parece ser pouco
sensivel. Apenas em um estudo, obteve-se inibicao da mesma "in
vitro" por 2,5-hexanodiona e 2-hexanona [Sabri et al., 1979].
A enolase, enzima bastante estudada em intoxicagees por
acrilamida, apresenta um I50 bastante alto para a 2,5-
hexanodiona, 67,7 . mM, determinado em cérebro de rato [Howland

et al., 1980b].

1.4. COLINESTERASES

As colinesterases sao enzimas que desempenham papel chave
na neurotransmissao colinérgica e em outras fungees
fisiolégicas. Estudos farmacolégicos recentes demonstram que,
além da funcgao esterasica das colinesterases, as
acetilcolinesterases (AChE) desempenham outras fungees como:

efeitos inibitérios pré-sinapticos, acao direta sobre

receptores colinérgicos, acao direta sobre canais,
especialmente o de potéassio, e agao sobre outros
neurotransmissores [Ashford et al., 1989] . Ja as

butirilcolinesterases, produzidas em grandes quantidades no
figado e presentes no plasma, parecem ter funcao desconhecida
[Chubb, 1984].

As colinesterases sao entao divididas em pelo menos duas
familias principais: acetilcolinesterases (AChE, ou

colinesterase verdadeira, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterases
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(BuChE, ou pseudocolinesterase, EC 3.1.1.8). Diversas
similaridades tém sido observadas entre as duas familias:
mecanismo de a¢ao, formas moleculares, natureza do sitio ativo
e organizacgao das subunidades [Bastone et al., 1987; Massoulie
& Bon, 1982].

A atividade da ChE de plasma humano ¢ representada
principalmente pela atividade da BuChE, enquanto que plasma de
ratos contém aproximadamente iguais quantidades das duas
enzimas, AChE e BuChE [Traina & Serpietri, 1984].

A forma molecular da AChE contida em plasma humano e de
ratos & a fPrma globular tetramérica (G4) [Massoulié & Bon,
1982] . Esta forma globular também estd presente nos tecidos do
sistema nervoso e muscular e pode ser liberada destes tecidos
para o sangue [Chubb & Hodgson, 1984 citado em Bastone et al.,
1987] . Os eritrédcitos contém a forma dimérica (G2) [Bastone et

al., 1987].

1.4.1. Mecanismo de ag¢ao da AChE

O centro ativo da acetilcolinesterase ¢ constituido por
um local anibnico, carregado negativamente, que recebe a
cabeca catibnica da acetilcolina (grupo quaternario) [-N *
(CH3)3)], e um local esterdsico que aloja o grupamento éster e
carbonila.

A primeira etapa da ligagao enzima-substrato se da ﬁelo
atague nucleofilico da hidroxila da serina do local esterésico
sobre o grupamento éster-carbonila, promovendo a quebra da
ligagcao éster. A colina ¢ liberada e a enzima fica na forma

acetilada, tendo seu local anibnico livre. A enzima acetilada
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reage com a 4gua, A&acido acético ¢ formado e a enzima &

totalmente regenerada.

1.4.2. Acao de cetonas alifaticas sobre a atividade das ChEs
Dafforn e colaboradores (1979), estudando a atividade da

AChE de o¢6rgao elétrico de peixe (Electrophorus electricus),

verificaram que um grande numero de cetonas alifaticas simples
eram inibidores competitivos da AChE "in vitro", com uma
constante de dissociagao que variava entre 1 a 5 wM. Das
cetonas estudadas, os autores encontraram gque a 2,5-
hexanodiona e a ciclo-hexanona eram os mais fracos inibidores,
com um Ki de 4,1 e 5,0 mM, respectivamente. Este estudo também
demonstrou que, provavelmente, a inibigao induzida pelas
cetonas envolve o sitio anidnico da enzima, uma vez que a
ligagao da 2-pentanona excluiu a ligag¢ao do ion tetrametil-
amdnio, um inibidor especifico do local anibnico da enzima,
mas nao interferiu na inativagao da enzima pelo
metilsulfonilfluoreto, gque reage com o grupo hidroxil
nucleofilico do local esterasico.

O efeito do n-hexano sobre a atividade das ChE tem sido
questionado. Vilanova & Vicedo (1983) verificaram gue o
residuo obtido da destilagao do n-hexano comercial inibia a
atividade da ChE de soro humano, AChE de oérgao elétrico de
peixe e AChE de eritrécito humano. Esta inibigao foi associada
4 presenca de organofosforados encontrados neste residuo. O n-
hexano comercial usado pelos autores continha 36 % de n-hexano
e um total de 94 % de cetonas alifaticas de 6 carbonos.

Os efeitos da exposigao ocupacional a compostos

16



hexacarbonos sobre a atividade de colinesterases tém sido um
tanto controversos. Paulson & Waylonis (1976) encontraram
diminuigao na atividade da ChE de plasma de trabalhadores que
apresentaram polineuropatia devido & exposicao ao n-hexano.
Por outro lado, Allen e colaboradores (1975), em um estudo
sobre polineuropatia em trabalhadores de uma inddstria de
capas pléasticas, encontraram aumento significativo na
atividade da ChE plasmatica e redugao na atividade da AChE de
eritr6écitos naqueles individuos que apresentaram sinais
eletromiograficos. A composto metil-n-butil cetona (MnBK, MBK,
2-hexanona) foi reconhecido como sendo a causa da intoxicacao.

Em ratos, verificou-se aumento na atividade da AChE, mas
nao da BuChE de plasma apés 2 a 4 semanas de tratamento com n-
hexano (5.000 ppm) ou 2,5-hexanodiona (1% na agua de beber).
Além disso, observou-se aumento na atividade da AChE do
musculo extensor digital 1longo, mas nao do solear, nem
alteragao na atibidade da enzima hepatica apds o tratamento

com 2,5-hexanodiona [Bastone et al., 1987].
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I.5. OBJETIVOS

O presente trabalho de tese teve como objetivos:
1. Estabelecer um modelo de intoxicag¢ao prolongada em ratos
adultos e jovens que tornasse possivel estudar os efeitos da
2,5-hexanodiona sobre parlmetros fisicos (peso corporal e de
cérebro e figado, ingestao alimentar), bioquimicos (glicemia,
conteudo de glicogénio e atividade de enzimas glicoliticas) e
comportamentais (comportamento exploratério, atividade

locomotora e memédria) ;

2. Estudar a interacao da 2,5-hexanodiona com o sistema
colinérgico através de parlmetros comportamentais (resposta

nociceptiva) e bioquimicos (atividade da acetilcolinesterase).
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II. MATERIAL E METODOS

Serad descrita em material e metédos a metodologia geral
utilizada na realizacao desta tese. Detalhes especificos
metodoldgicos serao descritos antes da apresentacgao dos

resultados, em cada experimento.

IT.1. REAGENTES

Acido cloridrico - Merck

Acido 5,5-ditio-bis- (2-nitrobenzéico) - Sigma
Acido L(+)-lactico - Sigma

Acido malico - Merck

Acido ortofosférico 85 % - Merck

Adenosina monofosfato de sédio - tipo III - Sigma
Albumina bovina - Reagen

Cloreto de atropina - Merck

Cloreto de magnésio - Reagen

Cloreto de sédio - Reagen

Coomassie brilhante azul G - Sigma

Etanol p.a. - Merck

Fosfoenolpiruvato de sédio - Merck
2-Fosfoglicerato de sédio - Boehringer Mannheinn
Fosfato de potassio dibasico - Reagen

Fosfato de potédssio monobasico - Reagen

Glicina - Merck

Glicogénio - Merck

Glicose - Merck
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1,6-Hexanodiol - Aldrich

2,5-Hexanodiona - Aldrich

Hidrocloreto de etopropazina - Sigma

Hidréxido de potassio - KOH - Merck

Imidazol - Sigma

Iodeto de acetiltiocolina - Sigma

Iodeto de potéassio - Reagen

Iodo - Reagen

Nicotinamida adenina dinucleotidio oxidada - Sigma
Nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida - Sigma
Ortotoluidina - Merck

Sulfato de magnésio - Reagen

Tris (hidroximetil)aminometano - Sigma

IT.2. EQUIPAMENTOS

Balanga Analitica - Mettler

Balanc¢ca Eletrdnica - Sartorius

Banho-Maria - Warburg - B.Braun Melsungen
Caixa de Condionamento Automatizada - Albarsch
Caixa para Habituagao ao Campo Aberto
Centrifuga Clinica - Baby

Centrifuga Refrigerada - Janetsky K 24 - rotor com &ngulo fixo
de 40°.

Espectrofotdmetro Pekin Elmer - duplo feixe
Espectrofotfmetro Specoll

Ph-metro - Testa

Tail-Flick - Albarsch
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IT.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos e jovens, machos e
fémeas.

Nos experimentos em que utilizaram-se ratos adultos, os
mesmos eram provenientes ou do Biotério do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) (Porto Alegre) ou do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) (Santa Maria).

Quando utilizaram-se ratos jovens, ratos adultos machos e
fémeas do Biotério Central da UFSM foram removidos previamente
para o Biotério do Setor de Bioquimica do Departamento de
Quimica da UFSM. Os animais foram acasalados, na proporgao de
3 fémeas para 1 macho, por um periodo de 20 dias, quando entao
as fémeas eram separadas em caixas individuais. Ao nascimento,
as ninhadas eram ajustadas em 8 filhotes, sendo as mesmas
tratadas como descrito posteriormente.

Os animais tinham livre acesso & ragao (Purina) e & &gua
e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em

ambiente com temperatura controlada em 23 + 20¢.

II.4. TRATAMENTO COM HEXACARBONOS
I1.4.1. Preparo das solugees:

Os animais controle foram tratados com solug¢ao veiculo,
que consistia de uma solugao de NaCl 100 mM contendo  tampao
fosfato de potéssio 10 mM, pH 7,2.

Como droga neurotoédxica, foi utilizada o hexacarbono 2,5-

hexanodiona, e como droga nao neurotédxica, o 1,6-hexanodiol.
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Ambos foram preparados em solugao veiculo. As doses do 1,6-

hexanodiol eram equimolares a&s da 2,5-hexanodiona.

IT1.4.2. Tratamento de animais adultos:

Os animais utilizados para o controle de ingestao
liquida e sé6lida foram mantidos em grupos de dois por caixa,
recebendo ambos o0 mesmo tratamento.

Os animais utilizados para os demais experimentos foram
sempre mantidos em grupos de 5-6 por caixa, contendo cada
caixa todos os tratamentos investigados no experimento.

Para o tratamento de animais adultos, as drogas foram
preparadas de maneira a injetar-se 1 ml por kg de peso
corporal por animal. Os animais tratados agudamente receberam
as solugees por via intraperitoneal nas concentragees de 0
(controle), 200, 400 ou 800 mg/ml de 2,5-hexanodiona, enquanto
que aqueles tratados cronicamente (tratamento diario)
receberam o tratamento por via subcutfnea nas concentracees de
0 (controle), 200 mg/ml de 2,5-hexanodiona ou 207 mg/ml de

1, 6-hexanodiocl.

II.4.3. Tratamento de animais jovens:
Ratos machos e fémeas foram tratados subcutaneamente, a
partir do 42 dia de vida pé6s-natal, por diferentes periodos.
As drogas foram preparadas de maneira a injetar-se 10 ml
por kg de peso corporal em ratos com o peso inferior a 100 g.
Os animais foram tratados com as solug¢gees nas concentragees de
0 (controle), 20 ou 40 mg/ml de 2,5-hexanodiona ou 20,7 ou

41,4 mg/ml de 1,6-hexanodiol, que equivalem as doses de 0, 200
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e 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona e 207 e 414 mg/kg de 1,6-
hexanodiol.

Quando os animais atingiram 100 g de peso, passaram a
receber as solugees em um volume equivalente a 1 ml por kg de
peso corporal (isto sé6 ocorreu nos experimentos em que o0s
animais foram tratados por mais de 30 dias), recebendo as
solucees nas concentragees de 0, 200 ou 400 mg/ml de 2,5-

,

hexanodiona ou 207 ou 414 mg/ml de 1,6-hexanodiol. '

II.5. TRATAMENTO COMPORTAMENTAL

IT.5.1. Habituag¢ao a um campo aberto - Foi realizada em uma
caixa de madeira envernizada, medindo 50 cm de altura, 60 cm
de largura e 40 cm de profundidade, com a face anterior de
vidro. O -assoalho era recoberto com linéleo e dividido com
linhas brancas em 12 ret8ngulos de 15,0 X 13,0 cm. Os animais
foram submetidos a duas sessees (sessoes de treino e teste) de
S min, com intervalo de 24 horas entre as mesmas. A tarefa
consistia em colocar o animal, gentilmente, no canto posterior
direito da caixa, sendo registrados o numero de respostas de
orientagao e o numero de cruzamentos realizados pelo animal.
Uma diminuig¢ao no numero de respostas de orientagao
apresentada pelo animal na sessao de teste em relagao a
sessao de treino foi tomada como habituagao & tarefa e
considerada como medida de memédéria. O numero de respostas de
cruzamento foi tomado como par@metro para avaliar a atividade

locomotora [Izquierdo, 1979; Izquierdo et al., 1984].
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I1.5.2. Esquiva inibitéria - Foi realizada em uma caixa
automatizada (Albarsch), cujas dimensees sao as seguintes: 50
cm de comprimento, 25 cm de largura e 25 cm de altura, com a
face frontal em vidro. O assoalho era constituido de uma grade
de barras de bronze paralelas com 1 mm de didmetro, distantes
1 cm umas das outras. O lado esquerdo da grade era coberto por
uma plataforma com 7 cm de largura, 25 cm de comprimento e 5
cm de altura quando testados ratos adultos, ou por uma
plataforma de 5 cm de largura, 25 cm de comprimento e 3 cm de
altura para ratos jovens. A tarefa consistia no seguinte: na
sessao de treino (sessao 1), o animal era colocado,
gentilmente, sobre a plataforma com a face virada para o canto
posterior esquerdo da caixa. Registrou-se o tempo em que o©
animal permanecia sobre a plataforma. Quando o rato descia com
as quatro patas da plataforma sobre a grade, um choque
intermitente de 0,3 mA era aplicado na grade e persistia ate
que o animal retornasse & plataforma. A sessao de teste era
semelhante & sessao de treino com omissao do choque, e foi
realizada 24 horas apédés a sessao de treino. O aumento da
laténcia de descida da plataforma na sessao de teste comparado
4 sessao de treino foi considerado como medida de meméria
[Izquierdo & Dias, 1983; Izquierdo & Pereira, 1989; Netto &
Izquierdo, 1985; Netto et al., 1985; Pereira et al., 1989]. Um
limite de 300 segundos foi imposto para a diferenca entre.as
laténcias de descida da plataforma da sessao de teste e a

sessao de treino.

II.5.3. Esquiva ativa de duas vias - Foi realizada em uma
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caixa de condicionamento automatizada (Albarsch) similar &
caixa usada na tarefa de esquiva inibitéria, exceto que esta
nao continha plataforma e possuia, entre as duas barras
centrais, uma barra de acrilico medindo 1 cm de altura. As
barras de bronze de cada lado da caixa foram,
independentemente, conectadas a um estimulador elétrico que,
ao ser acionado, permitia a passagem de uma corrente elétrica
que oscilava de maneira irregular ("scrambled shock"), para
gque nao houvesse polarizagao das barras e conseqgiiente
insensibilizagao do choque. O animal era colocado em um dos
lados da caixa, e, apds um periodo de 4 min, eram apresentados
30 tons (1,0 kHz, 5 s e 70 dB) (estimulo condicionado) em
intervalos variaveis, ao acaso, durando de 10 a 50 s. Cada tom
era seguido de um chogque de 0,5 mA nas patas (estimulo
incondicionado), aplicado na metade em que se encontrava o
animal e mantido até que o mesmo cruzasse para a outra metade
da caixa. Caso o animal tivesse emitido a resposta de esquiva
ao tom (cruzamento para o outro lado da caixa durante a
apresentagao do tom), o mesmo era interrompido e a emissao do
choque evitada. O numero de respostas de esquiva e o numero de
respostas de cruzamento interprovas (cruzamento da caixa
independentemente da apresentagao do tom e do choque) foram
registrados automaticamente. Os animais foram submetidos a
sessao de teste 24 horas apds a sessao de treino. A sessao de
teste era idéntica ao treino, exceto que o periodo de
habituagao foi de 2 min. O aumento no numero de respostas de

esquiva na sessao de teste em relagao & sessao de treino foi

25



tomado como medida de memdbéria [Carrasco et al., 1982;

Izquierdo et al., 1984; Pereira et al., 1988].

II.5.4. Medida do reflexo de retirada da cauda - Foi realizada
num aparelho de "tail-flick", descrito por Siegfried e
colaboradores (1987a,b). Os ratos eram contidos, usando-se uma
toalha de pano, e colocados no aparelho com a cauda
imobilizada sobre uma fenda delimitada por duas chapas de
acrilico. Uma fqnte luminosa fixa estava colocada 2,3 c¢m
rostral & ponta da cauda do animal. O acionamento da fonte
luminosa disparava automaticamente um crondmetro digital, e a
deflexao da cauda, motivada pelo calor irradiado da lampada,
ativava uma fotocélula que encerrava a medida (emissao de luz
e crondmetro). A intensidade da corrente geradora de luz foi
ajustada em 0,35 mA, para obter-se uma laténcia de retirada da
cauda (laténcia de "tail-flick" ou TFL) de 3 a 5 segundos. Um
limite de 10 segundos foi imposto as medidas para evitar danos
teciduais aos animais. No dia 1, os animais eram
familiarizados com o aparelho de "tail-flick" e manuseados
para evitar efeitos da novidade sobre a nocicepg¢ao [Dalmaz,
1989; Netto et al., 1987; Vendite et al., 1990). Ainda neste
dia os animais eram submetidos a uma medida de laténcia de
"tail-flick", medida basal. No dia 2, apdés uma nova medida de
base, o0s animais foram tratados como descrito nos itens

ITT.3.1, III.3.2. e III.3.3..

II.5.5. Comportamento reflexo de geotactismo negativo - Era

realizado em uma plataforma de madeira medindo 30 cm de
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comprimento por 20 cm de largura, com uma inclinacao de 40°.
Os ratos eram colocadds sobre o centro da plataforma com a
face voltada para baixo. Registrava-se o tempo necessario para
que o animal virasse com a face para cima. Foram realizadas 8
provas, em 8 dias consecutivos, sendo que cada prova consistia
da laténcia média de 3 sessees consecutivas. Utilizou-se um
limite de 60 segundos para cada sessao. A diminuig¢ao na
laténcia de virada, reflexo de geotactismo negativo, foi
tomada como melhora da resposta reflexa motora [Da-Silva et

al., 1990; Rocha et al., 1993].

I1.5.6. Teste de alternar espontdneo em um labirinto em T - A
resposta de alternar esponténeo foi analisada em uma caixa de
madeira no formato de um T, medindo os bragos menores 20 cm e
0 brago maior 34 cm de comprimento. Ambos os bra¢os mediam 8
cm de largura e 20 cm de altura. O espago comum entre os
bra¢os continha 8 X 8 cm. O animal era colocado na extremidade
do brago maior, e registrava-se a laténcia que o mesmo levava
para entrar em um dos outros bragos (menores). Apdés a entrada,
a abertura do brago era fechada com uma guilhotina de madeira
(0,5 cm de espessura), para evitar o retorno do animal. O
animal era retirado da caixa e, apdés um intervalo de 15
segundos, era colocado novamente na extremidade do brago
maior, registrando-se novamente o tempo que O mesmo levava
para entrar em um dos outros bragos. Tal procedimento era
repetido por, no maximo, 5 vezes e suspendido assim que o

animal alternasse o brago escolhido. Registrava-se desta forma
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a prova em que O rato alternou o brago do labirinto e o tempo

total necessario para o mesmo [Da-Silva et al., 1990].

IT.6. PREPARACAO DO MATERIAL BIOLOGICO PARA A ANALISE DA
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DESCRITAS NOS ITENS II.7. a II.11..

As fracgees celulares foram preparadas com modificacees do
método descrito por Gray & Whittaker (1962) e Whittaker e
colaboradores (1964).

Para a medida da atividade das enzimas malato e lactato
desidrogenase, glicogénio fosforilase e enolase de ratos
adultos, o cérebro e o figado foram dissecados, homogeneizados
em 3 volumes de tampao tris-fosfato 10 mM, pH 7,4, contendo
MgSO, 1 mM, em um homogeneizador Potter-Elvehjem. A
homogeneizagao foi realizada com 10 movimentos de vai e vem
("strokes") vagarosos, com O émbolo girando a uma velocidade
de 1300 rpm. O material foi centrifugado a 1200 g em uma
centrifuga refrigerada (0-4°C) (Janetzki K-24) por 10 min. A
partir desta centrifugagao, obteve-se uma solug¢ao sobrenadante
de baixa velocidade (S1) e um precipitado. O S1 foi
centrifugado a 10.000 g por 20 min para obter-se um segundo
sobrenadante, S2, e um segundo precipitado, P2 (mitocdndrias,
sinaptossomas), que foi ressuspendido na solugao de
homogeneizagao. Estas frag¢ees foram armazenadas a -20°c por 5
- 10 dias, quando entao foram realizados os ensaios
enzimaticos.

Para a medida da atividade da enzima acetilcolinesterase,
0 cérebro e o cerebelo foram dissecados, pesados e

homogeneizados em 10 volumes de tampao tris-HCl1 10 mM, pH 7,2,
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contendo sacarose 0,16 M. O homogeneizado foi centrifugado a
1000 g por 10 min em uma centrifuga refrigerada (0-4°C;
Janetzki K-24), para obter-se um sobrenadante (S1) e um
precipitado. A fragao S1 foi usada na determinag¢ao da
atividade enzimatica. O material enzimatico foi congelado a

-20°C por 1 - 7 dias.

IT.7. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA LACTATO DESIDROGENASE
(EC 1.1.1.27; LDH) - Foi monitorada espectrofotometricamente
pelo aumento da absorbincia a 340 nm a 30°C resultante da
formagao de NADH [Howland et al., 1980b]. O meio de ensaio
continha tampao glicina-KOH 21 mM, pH 10, NADY 0,25 mM, e 250
ou 200 pl de homogeneizado de cérebro (40-70 ug de proteina
para ratos adultos e 60-90 mug para ratos jovens) ou figado
(50-80 jug de proteina para ratos adultos e 75-125 ug para
ratos jovens), respectivamente. A mistura foi pré-incubada for
3 min, e a reagao foi iniciada pela adigao de A&acido 1lactico
neutralizado (pH 7) com KOH para prover uma concentrag¢ao final

de 500 mM. A rea¢ao foi linear por 2 min.

I1.8. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENOLASE (EC 4.2.1.11)
- Foi analisada pelo aumento da absorbincia a 240 nm a 30°C
resultante da formag¢ao de fosfoenolpiruvato [Howland et al.,
1980b]. O meio de ensaio enzimatico continha tampao imidazol
10 mM (pH 6,8), MgSO, 1,5 mM, KCl 500 mM e 20 ou 50 ul de
solucao S2 de figado (0,5-0,8 mg proteina) ou cérebro (0,7-0,9

mg de proteina), respectivamente. Apds um periodo de 3 min de
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pré-incubag¢ao, a reagao foi iniciada por adigao de 2-
fosfoglicerato para prover uma concentragao final de 1 mM. A
reagao foi linear por 2 min. A atividade da enolase nao foi

estudada em ratos jovens.

IT.9. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA MALATC DESIDROGENASE
(EC 1.1.1.37; MDH) - Foi analisada pelo aumento da absorbéncia
a 340 nm, pela formagao de NADH [Wolfe & Neilands, 1955] em um
meio contendo tampao glicina-KOH 10 mM (pH 10), NADY 2,5 mM e
4cido maélico 100 mM neutralizado (pH 7) com KOH. Esta mistura
foi incubada por 5 min a 25°C, e a reagao foi iniciada pela
adigao de 20 ou 50 pl da solugao P2 de figado (40-70 jug de
proteina) ou cérebro (50-80 jug de proteina), respectivamente

A reagao foi linear por 3 min. Em ratos jovens, a atividade
da malato desidrogenase foli estudada em homogeneizado de
figado (50 pl, 60-90 ug de proteina) e cérebro (50 jul, 75-125

ug proteina).

I1.10. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA GLICOGENIO
FOSFORILASE (EC 2.4.1.1) - O material enzimatico (100 mul de
homogeneizado de figado, 1-2 mg de proteina) era incubado a
37°¢ por 30 min em um meio contendo tampao fosfato de potéssio
i3 mM (pH 7,5), MgCl, 0,084 mM, 8 mg/ml de glicogénio. A
reagao era interrompida pela adigao de HCl1 de maneira a obter-
se uma concentracao final de 1,5 M. A segquir, os tubos eram
colocados em gelo por 20 min, centrifugados a 2.000 rpm por 10
min (centrifuga clinica), e uma alicota de 50 ul era

transferida para outro tubo juntamente com 0,45 ml de &gua
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destilada e 2,0 ml de Reagente de Iodo (Krisman, 1962). Para
anilise da atividade da fosforilase a além da fosforilase b,
AMPc foi adicionado ao meio de incubagao de maneira a obter-se
uma concentra¢ao final de 0,2 mM. A atividade da enzima é
apresentada como mg de glicogénio hidrolisado por hora por mg

de proteina [Long, 1961].

IT.11. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA ACETILCOLINESTERASE
(EC 3.1.1.7; AChE)- A atividade da acetilcolinesterase de
cérebro e cerebelo foi analisada seguindo-se uma modificagao
do método de Ellman e colaboradores (1961), como descrito por
Villescas e colaboradores (1981). O método baseava-se em medir
o aumento da absorbincia a 412 nm a 25°C conseqiiente da
formagao de-um &nion amarelo, o &acido 5-tio-2-nitro-benzéico.
O meio de analise continha adcido 5,5-ditio-bis- (2~
nitrobenzéico) (DTNB) 1 mM, tampao fosfato de potassio 24 mM
(pH 7,2), acetiltiocolina 0,8 mM, etopropazina 0,1 mM
(inibidor especifico da butirilcolinesterase, EC 3.1.1.8) e 50
pl de material enzimatico (S1, 0,2-0,4 mg de proteina de
cérebro ou cerebelo). Para o estudo da atividade das
colinesterases de soro, foi utilizado tampao fosfato de
potéssio 0,2 M no meio de incubagao e SO‘Fl de soro. Apds um
periodo de 2 min de pré-incubag¢ao, a reagao foi iniciada pela
adigao de acetiltiocolina. A reag¢ao era linear por 2 min. No
estudo dos pardmetros cinéticos da acetilcolinesterase de
cérebro, foram utilizadas outras concentragees de substrato. A

atividade especifica da enzima cerebral e cerebelar foi
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analisada em fragao S1 (ver pagina 28, item II.6) e expressa
como umol de acetiltiocolina hidrolisado por hora por mg de
proteina. Para soro, a atividade foi expressa como nmol de

substrato hidrolisado por hora por ml de soro.

II.12. MEDIDA DO CONTEUDO DE GLICOGENIO DE FIGADO E MUSCULO
ESQUELETICO - O glicogénio era extraido do tecido (figado e
misculo) a quente em 10 volumes de KOH a 30 % (peso/volume),
durante 10 min. Apés este periodo, os tubos eram colocados em
gelo por 5 min. Um ml desta mistura era transferido para outro
tubo com 1 ml de etanol (95 %). Apds agitagao, os tubos eram
colocados em banho-maria a 70°C por 10 min, esfriados em gelo
(10 min) e centrifugados a 2.000 rpm por 10 min (centrifuga
clinica). O sobrenadante era desprezado, e o precipitado
ressuspendido em 0,2 ml de HC1 5 N e 3,8 ml (figado) ou 0,8 ml
(misculo) de &agua destilada. O contetido de glicogénio obtido
pela extragao foi quantificado pelo Reagente de Iodo (Krisman,

1962) .

IT.13. MEDIDA DOS NIVEIS DE GLICOSE SANGUINEA - Niveis de
glicose sérica foram medidos usando o reagente da orto-

toluidina, segundo o método de Cooper & McDaniel (1970).

ITI.14. DOSAGEM DE PROTEINA - Proteilnas tanto teciduais como
s¢éricas foram dosadas pelo método de Bradford (1976), usando
Coomassie Brilhante Azul G como reagente de cor e albumina

bovina como proteina padrao.
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IT.15. ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram comparados por analise de varilncia
de uma via ou por analise de varifncia de duas ou trés vias
para amostras dependentes ou independentes, conforme o caso
[Bruning & Kintz, 1968; Dayton, 1970; Sokal & Rohlf, 1969].
Quando o valor de F foi significativo (pelo menos para
p<0,05), compararam-se Os grupos pelo teste de Duncan ou teste
t de Student para amostras independentes, ou pelo teste F para
efeito simples e teste t de Student para amostras dependentes,
de acordo com o apropriado [Bruning & Kintz, 1968].

Os dados comportamentais que utilizam teto como parametro
de desempenho (esquiva inibitéria, laténcia de geotactismo e
de "tail-flick" e comportamento de alternar esponténeo), por
nao apresentarem distribui¢ao normal, foram transformados em
seus logaritimos, antes de ser feita a analise de varilncia, e
apresentados nas tabelas e figuras como valores reais [Sokal &
Rohlf, 1969].

Para analise, foi utilizado o programa de estatistica
SPSS/PC-plus em um microcomputador.

Os calculos de regressao linear para as representagees
graficas de Lineweaver e Burk e de Dixon foram realizadas em

uma calculadora programavel.
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III. RESULTADOS

III.1. ESTUDO DE UM MODELO DE INTOXICACAO CRONICA COM 2,5-
HEXANODIONA SOBRE A ATIVIDADE DE ENZIMAS GLICOLITICAS
Dados da literatura tém demonstrado que a intoxicagao de
ratos adultos com 2,5-hexanodiona induz redugao no ganho de
peso ou mesmo perda de peso corporal [Anthony et al., 1983a,b;
Braendgaard & Sidgnius, 1986; DeCaprio & O’Neill, 1985; Horan
et al., 1989; Ladefoged et al., 1989; Larsen et al., 1991]. A
maioria destes estudos utilizou doses do hexacarbono que
variaram de 300 a 400 wmg/kg [Anthony et al., 1983b;
Braendgaard & Sidenius, 1986; DeCaprio & O’Neill, 1985; Horan
et al., 1989; Ladefoged et al., 1989; Larsen et al., 1991]
e/ou a via oral como forma de administragao, sendo a droga
diluida na &gua, como unica fonte de ingestao liquida [Anthony
et al., 1983a; DeCaprio & O’Neill, 1985; Ladefoged et al.,
1989; Larsen et al., 1991]. Nao se tem resultados, por
exemplo, do efeito destes compostos sobre o peso de érgaos nem
sobre a relagao entre a perda de peso corporal e a ingestao
alimentar. Um outro ponto em questao & a inexisténcia de dados
na literatura relacionados & intoxica¢ao de animais jovens.
Tem-se sugerido que a agao neurotédxica de alguns
hexacarbonos poderia estar associada a uma deficiéncia do
metabolismo da glicose [Howland et al., 1980b; Sabri et al.,
1979] . Nestes estudos, os autores demonstraram que a atividade
de enzimas como a enolase e a gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase de cérebro de ratos ¢é inibida "in vitro" por
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hexanodiona [Howland et al., 1980b; Sabri et al., 1979].
Tendo-se em vista os pontos levantados acima, este bloco
de experimentos tem como objetivos estudar diversos parametros
fisicos e bioquimicos relacionados ao estado geral de ratos
adultos e jovens, quando intoxicados com a 2,5-hexanodiona.
Além disso, estudou-se o efeito da exposigao prolongada a 2,5-
hexanodiona sobre a atividade das enzimas enolase, malato e
lactato desidrogenase de figado e de cérebro e da glicogénio

fosforilase de figado destes animais.

III.1.1. Efeito do tratamento crdnico com 2,5-hexanodiona
sobre o peso corporal, peso de cérebro e de figado e
sobre o consumo de agua e comida em ratas adultas

Ratas de 60-65 dias de idade, pesando 145-170 g, mantidas
por 20 dias em grupos de 2 por caixa, foram tratadas com

veiculo, 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona ou 207 mg/kg de 1,6-

hexanodiol, por via subcut8nea (sc), entre 10:00 e 13:00

horas, por 40 dias. As doses dos hexacarbonos foram

equimolares. O peso corporal e a ingestao de &agua e comida
foram medidos em intervalos de 6 dias. Como os animais foram
agrupados em 2 por caixa, cada caixa constituiu uma amostra.

Apés 40 dias de tratamento, os animais foram mortos por

decapitagao e cérebro e figado dissecados e pesados.
ITT.1.1.1. Ganho de Peso Corporal
A analise de varifncia de duas vias considerando o peso

em cada intervalo de tratamento como medida repetida (3

35



tratamentos X 7 medidas) revela que o tratamento com a 2,5-
hexanodiona prejudica significativamente o ganho de peso
corporal [F(2,35) = 3,38, p<0,05]. A analise também mostra
efeito significativo das medidas [F(6,214) = 314,7, p<0,0001]
e intera¢ao significativa entre tratamento X medida [F(12,214)
= 11,67, p<0,0001]. A interagao foi significativa devido ao
fato de que, apesar de todos os grupos apresentarem aumento de
peso corporal com o passar do tempo, o0s animais tratados com
2,5-hexanodiona apresentaram um ganho de peso inferior ao
apresentado pelos demais grupos (figura 1). A analise de
vari@ncia de uma via comparando os grupos em cada intervalo de
tratamento revela que, a partir do 182 dia de tratamento, ha
diferengca significativa entre os grupos pelo menos para

p<0,02.

ITI.1.1.2. Peso de cérebro e de figado

Os resultados do peso corporal e do peso de cérebro e
figado sao apresentados na tabela I. A analise de varifncia de
uma via revela efeito significativo do tratamento no peso de
cérebro [F(2,21) = 5,19, p<0,02], mas nao no peso de figado.
Estes resultados demonstram que, em paralelo a uma diminuigao
no ganho de peso corporal, os animais tratados com 2,5-
hexanodiona apresentam menor peso de cérebro que os demais
grupos. O tratamento com o hexacarbono nao neurotoédxico, 1,6-
hexanodiol, como era de se esperar, nao alterou nenhuma destas

medidas.

ITI.1.1.3. Ingestao so6lida e liquida
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Os resultados da ingestao de comida e A&agua sao
apresentados nas figuras 2 e 3, respectivamente. O controle de
ingesta foi realizado a cada 6 dias, sendo apresentado como a
quantidade de comida (g) ou &gua (ml) ingerida por 100 g de
peso corporal por dia. A primeira medida, dia 0, foi realizada

nos ultimos 6 dias anteriores ao inicio do tratamento.

IIT.1.1.3.1. Ingestao sé6lida

A analise de varilncia de duas vias considerando a
ingestao em cada intervalo de tratamento como medida repetida
(comparando 3 tratamentos X 7 medidas, sendo a primeira medida
aquela imediatamente anterior ao inicio do tratamento)
demonstra efeito significativo do tratamento [F(2,17) = 5,26,
p<0,02] e efeito da medida [F(6,102) = 19,03, p<0,001]. Nao
houve interagao significativa entre tratamento X medida.
Analisando o efeito do tratamento em cada medida, a analise de
varifincia de uma via revela que em nenhuma medida houve
diferenca significativa entre 0S grupos. Diferenga
significativa s6 foi encontrada comparando-se a soma das
medidas (total de ingestao em 6 medidas) a partir do inicio do
tratamento [F(2,17) = 4,02, p<0,04], causada pelo consumo
maior de comida apresentado pelos animais tratados com 1,6-

hexanodiol (tabela II).
IIT.1.1.3.2. Ingestao liquida
A anadlise de varilncia de duas vias considerando a

ingestao em cada intervalo de tratamento como medida repetida
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(3 tratamentos X 7 medidas) revela efeito significativo do
tratamento [F(2,10) = 12,22, p<0,002] e da medida [F(6,60) =
4,74, p<0,001]. Nao houve interagao significativa entre
tratamento X medida. Considerando o efeito do tratamento em
cada medida, a analise de varidncia de uma via revela que, com
excecao do dia 0 (sem droga), em todas as demais medidas houve
efeito significativo do tratamento pelo menos para p<0,01,
devido a um maior consumo de &gua apresentado pelo grupo
tratado com 2,5-hexanodiona. Como conseqiiéncia, a soma das
medidas a partir do inicio do tratamento apresentou efeito
significativo do tratamento no consumo de &gua [F(2,10) =
12,98, p<0,002] (tabela II).

Estes resultados demonstram que a diminuig¢ao no ganho de
peso corporal apresentado pelos animais tratados com 2,5-
hexanodiona nao estd relacionada a uma diminuig¢ao no consumo
de comida ou &gua, uma vez que o tratamento com 2,5-
hexanodiona nao diminuiu a ingestao de comida e provocou um

aumento na ingestao de &gua apresentada por estes animais.
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FIGURA 1. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 200 mg/kg DE
2,5-HEXANODIONA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL DE RATAS
ADULTAS. Animais com 60 a 65 dias de vida foram tratados por
40 dias com veiculo, 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD-200) ou
207 mg/kg de 1,6-hexanodiol (HDOH-207), sc. Os resultados sao
apresentados como média de 12 a 14 animais por grupo (erro
padrao inferior a 5 % da média). N

Teste de raio miultiplo de Duncan: p<0,05, quando comparado
aos demais grupos.
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TABELA I. PESO CORPORAL, PESO DE CEREBRO E DE FIGADO DE RATAS
ADULTAS TRATADAS, POR 40 DIAS, COM 200 mg/kg DE 2,5-

HEXANODIONA.

PESO (g)
TRATAMENTO N

CORPORAL CEREBRAL HEPATICO
Veiculo 7 213,6 + 6,3 1,17 + 0,01 7,1 + 0,5
HD-200 9 186,7 + 6,0* 1,08 + 0,02* 6,8 + 0,3
HDOH-207 8 218,7 + 10,1 1,15 + 0,02 7,6 + 0,6

Os animais foram tratados como descrito na figura 1. Os
resultados sao apresentados como a média + erro padrao do peso
em gramas. N = numero de animais por grupo.

Teste de raio multiplo de Duncan: * p<0,05, quando comparado

aos demais grupos.
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FIGURA 2. INGESTAO SOLIDA APRESENTADA POR RATAS ADULTAS
TRATADAS PROLONGADAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA. As
ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Os resultados
sao apresentados como a média (6-7 amostras) da quantidade (g)
de comida ingerida por 100 g de peso corporal por dia (erro
padrao inferior a 10 % do valor da média).

Nao houve difereng¢a significativa entre o0s grupos na mesma
medida (an4lise de varifncia de uma via).
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FIGURA 3. INGESTAO LIQUIDA APRESENTADA POR RATAS ADULTAS
TRATADAS PROLONGAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA. As
ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Resultados sao
apresentados como a média (4-5 amostras) da quantidade (ml) de
dgua ingerida por 100 g de peso corporal por dia (erro padrao
inferior a 10 % do valor da media). -

Teste de raio maltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, quando
comparado aos demais grupos na mesma medida.
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TABELA II. INGESTAO SOLIDA E LIQUIDA DE RATAS ADULTAS TRATADAS

PROLONGADAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

INGESTAO SOLIDA INGESTAO LIQUIDA

g / 100 g / 6 dias N ml / 100 g / 6 dias N
Veiculo 44,36 + 1,51 7 69,37 + 4,58 4
HD-200 43,54 + 1,77 7 101,22 + 5,86~ 4
HDOH-207 49,32 + 1,06" 6 78,78 + 2,89 5

As ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrao da soma
de 6 medidas (a cada 6 dias de tratamento) da quantidade de
comida e 4gua ingerida por 100 g de peso corporal por dia. N =
nimero de animais por grupo.

* %

Teste de raio miltiplo de Duncan: * p<0, 05, p<0,01, quando

comparado aos demais grupos.
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I1I1.1.2. Efeito do tratamento crdnico com 2,5-hexanodiona
sobre alguns pardmetros bioquimicos e sobre a
atividade de enzimas glicoliticas de cérebro e
figado de ratas adultas

Ao final dos 40 dias de tratamento com veiculo, 200 mg/kg
de 2,5-hexanodiona ou 207 mg/kg de 1,6-hexanodiol, os animais
foram mortos por decapitacao e os cérebros e figados foram

removidos e pesados. Uma alicota foi removida de cada figado e

do musculo gastrocnémio e armazenada a -20°C até o momento da

andlise do contetdo de glicogénio (ver material e métodos). O

sangue foi coletado e centrifugado por 10 min a 4°C e 1000 g e

o soro foi usado para a medida dos niveis de glicose e de

proteina sérica. As fragees de tecido cerebral e hepatico para

0s ensaios enzimaticos, preparadas como descrito em material e

métodos, foram: homogeneizado para a LDH e glicogénio

fosforilase, S2 para a enolase e P2 para a MDH.

ITTI.1.2.1. Niveis séricos de glicose e proteina e contetdo de
glicogénio hepatico e muscular

A analise de varifncia de uma via revela que o tratamento
com 2,5-hexanodiona por 40 dias nao alterou os niveis
glicémicos nem o nivel de proteina sérica (tabela III). Quanto
ao conteudo de glicogénio, a analise de vari@ncia de uma via
revela efeito significativo do tratamento no contetdo de
glicogénio de figado [F(2,21) = 3,19, p<0,02], mas nao no de
misculo esquelético. O efeito do tratamento sobre o conteudo
de glicogénio hepatico foi devido ao fato de que o grupo de

ratos tratados com 1,6-hexanodiol apresentou aumento
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significativo nos niveis de glicogénio. Este efeito deve estar
relacionado ao aumento no consumo de comida apresentado por

estes animais (ver figura 2).

III.1.2.2. Atividade especifica das enzimas enolase, malato e
lactato desidrogenase de cérebro e figado e
glicogénio fosforilase de figado

A analise de varidncia de uma via das atividades
especificas das enzimas estudadas demonstra que o tratamento
com 2,5-hexanodiona, na dose utilizada, nao alterou a
atividade especifica de nenhuma das enzimas. A analise de
varidncia de duas vias da atividade da glicogénio fosforilase
considerando a atividade na auséncia e presenga de AMPc como
medida dependente (3 tratamentos: veiculo, 2,5-hexanodiona e
1,6-hexanodiol X 2 medidas: com ou sem AMPc) revela que a
presenga de AMPc aumenta a atividade da enzima em todos os
grupos [F(1,14) = 39,72, p<0,001] (tabela IV).

Estes resultados demonstram que a perda de peso corporal
apresentada pelos animais tratados com 2,5-hexanodiona nao
estd relacionada & ingestao alimentar e nao foi acompanhada
por alteragees na atividade das enzimas estudadas. Porém,
estes resultados também nao descartam a possibilidade de um
possivel efeito passageiro ou mesmo ainda nao atingido no

intervalo de tratamento utilizado.
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TABELA III. NIVEIS DE GLICOSE E DE PROTEINA SERICA E CONTEUDO
DE GLICOGENIO DE FIGADO E DE MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS

ADULTAS TRATADAS CRONICAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-

HEXANODIONA.

Veiculo HD-200 HDOH-207
GLICOSE 119,5 + 6,8 111,5 + 2,2 118,8 + 2,6
(mg/100 ml de soro) (8) (9) (8)
PROTEINA 8,0 + 0,4 7,2 + 0,8  ------
(g/100 ml de soro) (7) (6)

GLICOGENIO (g/100 g de tecido)

FIGADO 5,9 + 0,6 6,0 + 0,6 9,0 + 1,17
(7) (9) (8)

MOSCULO 1,8 + 0,4 1,2 + 0,1 1,7 + 0,4
(7) (9) (8)

As ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrao. Numero
de animais por grupo apresentado entre parénteses.

Teste de raio maltiplo de Duncan: * p<0,05, quando comparado

aos demais grupos.
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TABELA IV. ATIVIDADE ESPECIFICA DAS ENZIMAS ENOLASE, LDH E MDH
DE CEREBRO E FIGADO E GLICOGENIO FOSFORILASE DE FIGADO DE

RATAS ADULTAS TRATADAS CRONICAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-

HEXANODIONA.
Veiculo 2,5-hexanodiona 1, 6-hexanodiol
Cérebro

LDH 0,30 + 0,02 0,30 + 0,02 0,27 + 0,01
(5) (5) (5)

Enoclase 4,57 + 0,34 4,75 + 0,31 4,64 + 0,31
(8) (9) (8)

MDH 2,11 + 0,17 2,22 + 0,33 2,40 + 0,31
(8) (8) (8)

Figado

LDH 0,39 + 0,03 0,36 + 0,01 0,42 + 0,03
(6) (6) (5)

Enolase 2,82 + 0,62 3,92 + 0,34 3,44 + 0,27
(8) (9) (8)

MDH 0,46 + 0,03 0,52 + 0,02 0,45 + 0,02
(8) (9) (8)

glicogénio fosforilase

--- 0,70 + 0,03 0,64 + 0,09 0,58 + 0,11
(6) (8) N (7) .

AMPc 0,78 + 0,05 0,76 + 0,09 0,79 + 0,12
(6) (8) (7)

As ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Os dados
sao apresentados como média + erro padrao do ntmero de
amostras analisadas, mostrado entre parénteses. As atividades
da LDH e MDH sao expressas como jumol de NADH formado por min
por mg proteina a 25°C (MDH) ou 30°C (LDH) e pH 10. A
atividade da enolase é expressa como umol de fosfoenolpiruvato
formado por hora por mg proteina a 30°C e pH 6,8. A atividade
da glicogénio fosforilase & apresentada como mg de glicogénio
hidrolisado por hora por mg de proteina a 37°C e pH 7,5.

Teste t de Student para amostras dependentes: p<0,05,

comparado a atividade sem AMPcC.
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ITI.1.3. Efeito do tratamento prolongado com 2,5-hexanodiona
sobre o peso corporal e sobre alguns parimetros
bioquimicos em ratos jovens

No experimento anterior, verificou-se que o tratamento
com a 2,5-hexanodiona induz uma redugao no ganho de peso
corporal de ratos adultos. Também constatou-se que o efeito
sobre o peso corporal nao estava relacionado & ingestao
alimentar nem tao pouco & atividade das enzimas estudadas.
Neste estudo, investigou-se as enzimas LDH, MDH e glicogénio
fosforilase de animais jovens tratados com 2,5-hexanodiona, em
uma dose maior do que aquela utilizada para ratos adultos.
Além dos efeitos sobre a atividade destas enzimas, investigou-
se também o-.efeito do tratamento sobre os demais parémetros
analisados para ratos adultos.

A partir do 42 dia de vida, os ratos foram tratados com
veiculo, 200 ou 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona ou 207 ou 414
mg/kg de 1,6-hexanodiol, sc. As doses dos hexacarbonos foram
equimolares. Os animais foram pesados diariamente para o
ajuste da dose. Os animais foram mortos aos 5, 8, 16, 25 ou 36
dias de tratamento para a analise do peso de cérebro e figado,
glicemia e contetido de glicogénio hepatico e muscular.

Uma alicota foi removida de cada figado e do musculo
gastrocnémio e armazenada a -20°C até o momento das dosagens
do conteudo de glicogénio (ver material e métodos). O sangue
foi coletado e centrifugado por 10 min a 4°C e 1000 g e o soro
foi usado para a analise dos niveis de glicose sanguinea.

Para o estudo das enzimas LDH, MDH e glicogénio
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fosforilase, foram utilizados ratos tratados com as doses
maiores dos hexacarbonos por 36 dias. As atividades
especificas das enzimas foram analisadas em homogeneizado,
que, apos preparado, foi armazenado por 5-10 dias a -20°C.
Como a atividade da malato desidrogenase foi analisada em
homogeneizado e nao em P2, como realizado com ratos adultos,
mediu-se entao a soma das atividades da malato desidrogenase
intra- e extra-mitocondrial e enzima malica (extra-

mitocondrial) .

ITT.1.3.1. Ganho de peso corporal

O efeito do tratamento prolongado com 2,5-hexanodiona
sobre o peso corporal é apresentado na figura 4. A andlise de
varidncia de duas vias considerando o peso em cada intervalo
de tratamento com medida dependente (5 tratamentos X 12
medidas) revela efeito significativo do tratamento [F(4,74) =
52,78, p<0,0001), efeito significativo da medida [F(11,814) =
4380,11, p<0,0001] e intera¢ao significativa entre tratamento
X medida [F(44,814) = 34,77, p<0,0001]. A intera¢ao foi devido
ao fato de que apesar de todos o0s grupos apresentarem um
aumento significativo do peso corporal com o passar dos dias
(efeito da medida), nos animais tratados com 400 mg/kg de 2,5-
hexanodiona, o ganho de peso corporal foi menor do que o
apresentado pelos demais grupos. A analise de varidncia de uma
via comparando o efeito do tratamento em cada medida
(intervalo de tratamento) revela diferenga significativa entre
os grupos a partir do 72 dia de tratamento, pelo menos para

p<0,003.
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IIT1.1.3.2. Peso de figado, cérebro e razao entre o peso de
6rgao e peso corporal
O peso de cérebro e figado e a razao orgao/corpo sao
apresentados nas figuras 5 e 6 e tabela V, respectivamente.
A analise de varilncia de duas vias para amostras
independentes do peso de cérebro e figado (5 tratamentos X 5

intervalos de tratamento) revela efeito significativo do

tratamento [cérebro, F(4,153) = 98,50, p<0,001; figado,
F(4,153) = 20,73, p<0,001], efeito significativo do
crescimento [cérebro, F(4,153) = 434,81, p<0,001; figado,
F(4,153) = 563,58, p<0,001] e interagao significativa entre
tratamento X crescimento {[cérebro, F(16, 153) = 3,61,
p<0,0001; figado, F(16,153) = 3,99, p<0,0001]. A interag¢ao foi

significativa, uma vez gque apesar de todos o0s grupos
apresentarem um aumento significativo no peso tanto de cérebro
como de figado, este aumento foi menor nos animais tratados
com ambas as doses de 2,5-hexanodiona. A an&alise de varifncia
de uma via, comparando os grupos em cada intervalo de
tratamento, demonstra que, a partir de 16 dias de tratamento,
h&d diferen¢a significativa entre os grupos tanto para o peso
de cérebro, como para o peso de figado, pelo menos para
p<0,001.

A analise de varidncia de duas vias comparando a razao
entre o peso dos 6érgaos e o peso corporal, considerando todos
os intervalos de tratamento, demonstra que o tratamento
interferiu significativamente na razao figado/corpo [F(4,159)

= 4,89, p<0,001], mas nao na razao cérebro/corpo. A andlise

50



também revela que, com o passar dos dias, a razao peso

cérebro/corpo diminui [F(4,166) = 574,21, p<0,001] e a razao
figado/corpo aumenta significativamente [F(4,159) = 131,18,
p<0,001)]. A an4dlise de varilncia de uma via, comparando o

efeito do tratamento em cada intervalo de intoxica¢ao, revela
que h& diferenga significativa entre os grupos aos 25 dias de

tratamento na relag¢ao figado/corpo para p<0,002.

IIT.1.3.3. Niveis de glicose sanguinea

A analise de‘variéncia de uma via dos niveis de glicose
sanguinea, comparando os grupos em cada intervalo de
tratamento, demonstra que somente aos 8 dias de tratamento
houve difereng¢a significativa entre os grupos [F(4,37) = 3,81, .
p<0,01]. Esta diferenga deveu-se ao fato de que os animais
tratados com 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona apresentaram
glicemia menor que os demais grupos (tabela VI). Como nos
demais intervalos de tratamento nao verificou-se este efeito,
pode-se sugerir que a diminuig¢ao na glicemia seja um efeito
passageiro, desaparecendo com o decorrer do tratamento; este
efeito nao deve estar relacionado & deficiéncia no ganho de
peso, uma vez que, com a continuidade do tratamento, aumenta a
diferenga de peso entre os grupos, mas nao se verifica o

efeito sobre a glicemia.

II1.1.3.4. Conteudo de glicogénio hepatico e muscular
O conteudo de glicogénio de figado e musculo esquelético
foram dosados aos 8, 16 e 25 dias de tratamento. A analise de

varifncia de uma via revela que nao ha difereng¢a significativa
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entre os grupos em nenhum dos intervalos de tratamento
estudados, tanto para o glicogénio muscular como para o

hepatico (tabela VII).

IIT.1.3.5. Atividade das enzimas glicoliticas

As atividades especificas das enzimas glicoliticas foram
analisadas somente em animais tratados por 36 dias com as
doses maiores dos hexacarbonos.

A atividade especifica da malato desidrogenase ¢
apresentada na figura 7. A analise de varifncia de uma via
comparando os tratamentos revela que o tratamento com 2,5-
hexanodiona nao alterou significativamente a atividade da
enzima de figado e cérebro.

Para a atividade da lactato desidrogenase, a analise de
varif@ncia demonstra que a atividade desta enzima no cérebro
nao foi influenciada pelo tratamento, enquanto que para a
enzima de figado verificou-se diferenca significativa entre os
grupos [F(2,17) = 5,38, p<0,02]. Este efeito foi devido a uma
redugao de 22 % na atividade especifica da LDH de ratos
tratados com 2,5-hexanodiona (figura 8).

Quanto & glicogénio-fosforilase (figura 9), a analise de
varidncia de duas vias, comparando 3 tratamentos (veiculo,
2,5-hexanodiona e 1,6-hexanodiol) X 2 tratamentos "in vitro"
(com e sem AMPc), considerando o tratamento "in vitro" como
medida dependente, revelou efeito do AMPc ([F(1,17) = 8,71,
p<0,009], mas nao houve efeito significativo do tratamento nem

interacao entre tratamento X tratamento "in vitro".
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FIGURA 4. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2,5-HEXANODIONA
SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL DE RATOS JOVENS. Os animais
foram tratados com veiculo, 200 ou 400 mg/kg de 2,5-
hexanodiona (HD-200 ou HD-400) ou 207 ou 414 mg/kg de 1,6-
hexanodiol (HDOH-207 ou HDOH-414), sc, diariamente. Os dados
sao apresentados como média do peso corporal de 13-18 animais
por grupo (erro padrao inferior a 4 % do valor da meédia).
Teste de raio maltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, comparado
aos demais grupos.
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FIGURA 5. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2,5-HEXANODIONA
SOBRE O PESO DE CEREBRO DE RATOS JOVENS. Os animais foram
tratados como descrito na figura 4 por 5, 8, 16, 25 ou 36 dias
e mortos 24 horas apds a ultima dose. Os resultados sao
apresentados como média de 6-12 animais por grupo, sendo ©O
erro padrao menor que 5 % do valor_ da média

Teste de raio maltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, comparado
aos demais grupos.
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FIGURA 6. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2, 5-HEXANODIONA
SOBRE O PESO DE FIGADO DE RATOS JOVENS. Os animais foram
tratados como descrito na figura 4 por 5, 8, 16, 25 ou 36 dias
e mortos 24 horas apds a tltima injegao. Os resultados sao
apresentados como média de 5-10 animais por grupo, sendo o0
erro padrao inferior a 10 % do valQr da média.

Teste de raio multiplo de Duncan: p<0,05, p<0, 01, comparado
aos demais grupos.
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TABELA V. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2,5-HEXANODIONA
SOBRE A RAZAO ENTRE O PESO DE ORGAO E PESO CORPORAL DE RATOS

JOVENS.

CEREBRO/CORPO (mg/g)

5 dias 33,2+1,7 31,3+1,7 32,1+1,8 30,6+2,6 30,9+1,8
(8) (7) (6) (5) (5)

8 dias 29,6+1,6 29,2+1,3 28,8+1,9 26,5+2,8 27,8%1,6
(7) (6) (6) (3) (6)

16 dias 25,84+0,5 25,3+40,4 25,940,5 27,2+0,6 26,040,2
(10) (5) (5) (5) (5)

25 dias 13,940,4 14,1+0,6 16,6+0,4 14,0+1,4 14,2+0,7
(12) (8) (9) (7) (7)

36 dias 9,0+0,2 9,7+0,3  10,8+0,3 9,1+0,2 9,3+0,1
(15)° (12) (11) (12) (11)

FIGADO/CORPO (mg/g)

5 dias 31,1+1,5 30,240,6 32,6+40,8 30,1+1,0 28,4+0,8
(7) (6) (6) (3) (3)

8 dias 31,3+0,4 31,9+1,0 34,5+2,8 28,2+1,1 29,7+2,3
(5) (5) (4) (4) (4)

16 dias 36,0+1,2 36,5+0,8 39,5+0,5 36,4+1,3  35,740,5
(10) (5) (5) (5) (5)

25 dias 44,8+1,1 48,9+1,5% a8,7+41,1% 42,6+0,8 44,0+1,3
(14) (9) (10) (8) (8)

36 dias 45,2+1,2 45,9+1,3  45,6+1,5 44,7+1,5 45,5+1,7
(14) (11) (11) (11) (10)

Os animais foram tratados como descrito na figura 4 e mortos
24 horas apos a 52, 82, 162, 258 ou 362 dose. Os resultados
sao apresentados como média + erro padrao do numero de
amostras, apresentado entre parénteses.

Teste de raio miltiplo de Duncan: # p<0,05 comparado aos

demais grupos (sem asteristico) no mesmo intervalo de
tratamento.
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TABELA VI. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2,5-HEXANODIONA

SOBRE A GLICEMIA DE RATOS JOVENS.

Veiculo HD-200 HD-400 HDOH-207 HDOH-414
5 dias
114,544 ,4 119,9+3,1 116,1+3,8 122,5+4,9 118,9+2,7
(8) (5) (6) (5) (5)
8 dias .
139,3+4,1 132(215,1 106,9+8,2 128,0+9.9 130,4+8,9
(12) (10) (9) (4) (7)
16 dias
141,8+3,1 146,4+2,9 133,3+7,8 151,0+4,5 150,3+4,1
(10) (7) (6) (8) (6)
25 dias
133,9+4,9 122,3+6,8 130,3+9,3 128,2+6,2 132,6+6,2
(14) (9) (10) (8) (8)

Os animais foram tratados como descrito na figura 4. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrao do numero
de amostras, dado entre parénteses.

Teste de raio multiplo de Duncan: *p<0,01, comparado aos

demais grupos no mesmo intervalo de tratamento.
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TABELA VII.

CONTEUDO DE GLICOGENIO DE FIGADO E MUSCULO

ESQUELETICO DE RATOS JOVENS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM 2,5-

HEXANODIONA.

( mg por 100 g de tecido )

8 dias
5,50+0,32
(6)
16 dias
6,78+0,90
(10)
25 dias
5,80+0,14
(9)

Os ratos

GLICOGENIO

1,76+0,53
(5)

1,36+0,35
(5)

1,33+0,07
(7)

7,78+1,84
(5)

8,28+0,27
(5)

6,02+0,33
(5)

foram tratados

1,62+0,35
(5)

1,08+0, 26
(5)

1,31+0,009
(7)

8,00+1,59
(5)

7,18+0,68
(5)

5,54+0,50
(5)

como descrito na figura 4.

HDOH-207

1,34+0,30
(3)

1,72+0,32
(5)

1,53+0,04
(6)

6,67+£0,37
(3)

7,02+1,12
(5)

5,40+0,12
(4)

HDOH-414

1,62+0,44
(5)

1,66+0,29
(5)

1,47+0,04
(6)

7,91+0,77
(4)

6,74+1,20
(5)

5,30+0,12
(4)

resultados sao apresentados como média + erro padrao do numero

de amostras analisadas, dado entre parénteses.

Nao ha diferenga significativa entre os grupos no mesmo

intervalo de tratamento (analise de variincia de uma via).
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FIGURA 7. ATIVIDADE ESPECIFICA DA MALATO DESIDROGENASE DE
FIGADO E CEREBRO DE RATOS JOVENS TRATADOS CRONICAMENTE COM
2,5-HEXANODIONA. Ratos foram tratados a partir do 42 dia de
vida com velculo, 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD-400) ou 414
mg/kg de 1,6-hexancdiol (HDOH-414), sc, por 36 dias. A
atividade especifica & apresentada como a média + erro padrao
de 6-8 animais por grupo e expressa como umol de NADH formado
por min por mg de proteina a 25°C e pH 10.

Nao houve difereng¢a significativa entre os grupos (andlise de
varidncia de uma via) .
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FIGURA 8. ATIVIDADE ESPECIFICA DA LACTATO DESIDROGENASE DE
FIGADO E CEREBRO DE RATOS JOVENS: EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO
COM 2,5-HEXANODIONA. Ratos foram tratados como descrito na
figura 7. A atividade especifica ¢ apresentada como a média +
erro padrao de 6-8 animais por grupo e expressa como umol de
NADH formado por min por mg de proggina a 30°C e pPH 10.

Teste de raio multiplo de Duncan: p<0,05, comparado ao grupo
veiculo.
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FIGURA 9. ATIVIDADE EXPECIFICA DA GLICOGENIO-FOSFORILASE DE
FIGADO DE RATOS JOVENS TRATADOS CRONICAMENTE COM 2,5-
HEXANODIONA. Os animais foram tratados como descrito na figura
7. Atividade da enzima ¢ apresentada como a média + erro
padrao de 6-8 animais por grupo. A atividade especifica da
enzima (sem e com 0,2 mM de AMPc) ¢é expressa como mg de
glicogénio hidrolisado por hora por mg de proteina a 37°C e pH
7,5.

Teste F para efeito simples: *p<0,05, comparado a atividade na
auséncia de AMPc no mesmo tratamento.
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IIT.2. ALTERACOES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS EM RATOS PELO
TRATAMENTO COM 2,5-HEXANODIONA

Diversos estudos tém demonstrado que a exposigao
prolongada & 2,5-hexanodiona altera a atividade motora
espontdnea de ratos. Os animais apresentam fraqueza motora
severa, principalmente nos membros traseiros [Anthony et al.,
1983a,b; Braendgaard & Sidenius, 1986; DeCaprio & O’'Neill,
1985; Misumi et al., 1985].

Dois estudos demonstraram que ratos tratados por via
oral com 2,5-hexanodiona apresentam, a partir da terceira
semana de tratamento, uma diminui¢ao no desempenho em um
"rotarod" [Ladefoged et al., 1989; Ralston et al., 1985].

Nao eneéhtram—se, porém, na literatura, dados quanto ao
efeito destes " compostos sobre outros parimetros
comportamentais. Assim, neste bloco de experimentos,
invesﬁigou-se o efeito do tratamento prolongado com 2,5-
hexanodiona em ratos adultos e jovens e o efeito do tratamento

agudo sobre algumas tarefas comportamentais.

III.2.1. Efeito do tratamento crdnico com 2,5-hexanodiona
sobre o comportamento de ratas adultas

Ratas de 60 a 65 dias de idade e pesando 140 a 170 g
foram tratadas cronicamente com 2,5-hexanodiona,
subcutaneamente. Os animais receberam a droga diariamente
entre as 9:00 e 13:00 horas, e, nos dias em que foram
submetidos Aas tarefas comportamentais, as mesmas eram
administradas de 4-5 horas antes da tarefa. Os animais foram

pesados a cada 3 dias para o ajuste da dose. O tratamento com
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1,6-hexanodiol foi omitido deste e dos proéximos experimentos
com ratos adultos, uma vez que nao verificou-se qualquer
efeito toéxico do composto nos parimetros estudados

anteriormente.

III.2.1.1. Tratamento com 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona: dose
alta.

Para examinar os efeitos comportamentais da 2,5-
hexanodiona, os animais foram submetidos a duas sessees
(treino e teste, com 24 horas de intervalo entre as mesmas) de
trés diferentes tarefas comportamentais. As ratas foram
expostas as tarefas na seguinte ordem fixada: habituagao ao
campo aberto, esquiva inibitéria e esquiva ativa de duas vias.
Os animais foram expostos & droga em um dos dois intervalos de
tratamento: tratamento crdnico breve e tratamento crbnico
prolongado. No primeiro caso, tratamento breve, os animais
foram tratados por 25 dias, e as tarefas comportamentais
ficaram assim distribuidas: 15 dias de tratamento - habituagao
ao campo aberto, 20 dias - esquiva inibitéria e 25 dias -
esquiva ativa de duas vias. No tratamento prolongado, os
animais foram tratados por 50 dias, e as tarefas
comportamentais foram distribuidas da seguinte forma: aos 30
dias - habituagao ao campo aberto, 40 dias - esquiva
inibitéria e 50 dias - esquiva ativa de duas vias. As ratas
foram submetidas somente uma vez (2 sessoes) a cada tarefa
comportamental, isto ¢, os animais submetidos as tarefas

comportamentais no tratamento breve nao foram os mesmos
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submetidos as tarefas comportamentais no tratamento

prolongado.

I1I1.2.1.1.1. Habituag¢ao ao campo aberto

A analise de varidncia de duas vias considerando as
sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees)
revelou efeito significativo da 2,5-hexanodiona (200 mg/kg)
sobre o numero de respostas de orientagao dos ratos tratados
por 15 dias [F(1,29) = 17,49, p<0,001] e por 30 dias [F(1,23)
= 8,03, p<0,01]. A anadlise de varilncia também revelou efeito
significativo das sessees tanto para o tratamento por 15 dias
[F(1,29) = 32,29, p<0,001] como por 30 dias [F(1,23) = 40,91,
p<0,001] . Teste F para efeito simples demonstrou que os ratos
de todos 55 grupos apresentaram uma diminuigao significativa
no numero de respostas de orienta¢ao na sessao de teste quando
comparada & sessao de treino (tabela VII).

A analise de varildncia para as respostas de cruzamento
apresentou um resultado similar Aaquele encontrado para as
respostas de orientagao. A droga causou uma redugao
significativa no numero de cruzamentos feitos pelos ratos
tratados por 15 dias [F(1,29) = 25,70, p<0,001] e por 30 dias
[F(1,23) = 35,15, p<0,001}. A analise de varifincia também
revelou efeito significativo das sessees para o tratamento por
15 dias [F(1,29) = 8,69, p<0,01] e por 30 dias [F(1,23) =
29,16, p<0,001] (tabela VIII).

Estes resultados demonstram que apesar do tratamento
crdnico com 2,5-hexanodiona prejudicar sensivelmente a

atividade locomotora (diminuicaoc do numero total de
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cruzamentos e respostas de orientag¢ao) nao interferiu com a
habituagao & tarefa, pois a diferenga do numero de respostas
de orientagao entre as sessoes de treino e teste apresentada
pelos animais tratados com 2,5-hexanodiona (por 15 ou por 30
dias) & semelhante & apresentada pelos animais controle (nao

houve interagao significativa entre tratamento X sessao).

IIT1.2.1.1.2. Laténcia de descida da plataforma em uma tarefa
de esquiva inibitéria

Os resultados do desempenho de ratas em uma tarefa de
esquiva inibitéria sao apresentados na tabela IX. A andlise de
varidncia de duas vias considerando as sessees como medida
repetida (2 grataﬁentos X 2 sessees) revela diferenga
significati#a entre as sesseoes tanto para o tratamento por 20
dias [F(1,29) = 41,37, p<0,001] como para o tratamento por 40
dias [F(1,22) = 39,47, p<0,001]. Nao houve -efeito
significativo do tratamento, nem interac¢ao significativa entre
tratamento X sessao para os dois intervalos de intoxicagao. O
teste F para efeito simples mostra que, em todos os grupos, a
laténcia de descida da plataforma foi significativamente maior
na sessao de teste do que na de treino, demonstrando que o
tratamento com 2,5-hexanodiona nao altera o desempenho de
ratas na tarefa de esquiva inibitéria em nenhum dos intervalos
de exposicao & droga, isto ¢, os animais tratados com a droga

nao apresentam deficiéncia na retengao da tarefa.
III1.2.1.1.3. Esquiva ativa de duas vias
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A anadlise de varidncia das respostas de esquiva
considerando as sessees como medida repetida (tabela X)
comparando 2 tratamentos X 2 sessees demonstra gque o
tratamento com 2,5-hexanodiona provoca uma diminuig¢ao no
numero de respostas de esquiva, tanto dos animais tratados por
25 [F(1,27) = 30,65, p<0,001] como dos animais tratados por 50
dias [F(1,35) = 22,31, p<0,001]. A analise de varifncia também
revelou diferenga significativa entre as sessees [25 dias,
F(1,27) = 4,66, p<0,05; 50 dias, F(1,35) = 6,90, p<0,02]. A
interagcao entre tratamento X sessao foi significativa para os
ratos tratados por 25 dias [F(1,27) = 5,39, p<0,03] mas nao
para os ratos tratados por 50 dias. A interagao significativa
entre tratamento X sessao para o tratamento por 25 dias deveu-
se ao fato de que, neste intervalo de tratamento, somente as
ratas tratadas com veiculo apresentaram um aumento no nuamero
de respostas de esquiva na sessao de teste quando comparado
com a sessao de treino (teste F para efeito simples).

Quanto ao numero de respostas interprovas (tabela X), a
andlise de varidncia considerando as sessees como medida
repetida revelou efeito significativo do tratamento [F(1,27) =
10,35, p<0,001, para o tratamento por 25 dias; F(1,35) =
27,49, p<0,001, para o tratamento por 50 dias], onde verifica-
se que os animais tratados com 2,5-hexanodiona apresentaram
menor numero de cruzamentos interprovas que os animais
tratados com veiculo. A diferenga entre as sessees e a

interagao entre tratamento X sessao nao foram significativas.
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TABELA VIII. EFEITO DO TRATAMENTO COM 200 mg/kg DE 2,5-
HEXANODIONA, POR 15 OU 30 DIAS, SOBRE O DESEMPENHO DE RATAS
ADULTAS EM UM CAMPO ABERTO.

TRATAMENTO SESSAO DE TREINO SESSAO DE TESTE N

15 dias de tratamento

Veiculo 49,1 + 2,4 38,6 + 3,3% 15

2,5-hexanodiona 38,5 + 1,6°" 23,4 + 3,2""% 15
30 dias de tratamento

Velculo 42,5 + 2,7 25,0 + 2,8# 13

2, 5-hexanodiona 25,0 + 2,8%" 20,2 + 2,3% 12

RESPOSTAS DE CRUZAMENTO

15 dias de tratamento

Veiculo 107,1 + 3,8 93,7 + 7,3% 15

2, 5-hexanodiona 79,5 + 3,9°" 61,9 + 6,6°% 16
30 dias de tratamento

Veiculo 91,2 + 5,2 66,7 + 7,7%H 13

2, 5-hexanodiona 60,3 + 3,6° " 43,8 + 4,7°** 12

Os animais foram tratados com veiculo ou 200 mg/kg de 2,5-
hexanodiona, sc, diariamente. O numero de respostas de
orientagao e de cruzamentos registrados nas sessees de treino
e teste, num periodo de 5 min, sao apresentados como média +
erro padrao. N = ntmero de animais por grupo.

Teste t de Student: * p<0, 02, ¥ p<0,002, quando comparado
ao grupo veiculo na mesma sessao.

Egste F para efeito simples: * p<0,05, ** p<0,01, # p<0, 005,
p<0,0005, comparado ao treino.
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TABELA IX. EFEITO DO TRATAMENTO COM 200 mg/kg DE 2,5-
HEXANODIONA, POR 20 OU 40 DIAS, SOBRE O DESEMPENHO DE RATAS
ADULTAS EM UMA TAREFA DE ESQUIVA INIBITORIA.
LATENCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s)
TRATAMENTO SESSAO DE TREINO SESSAO DE TESTE N
20 dias de tratamento
Veiculo 7,3 + 0,9 153,8 + 36,7 15

2,5-hexanodiona 11,0 + 1,0 189,2 + 34,5 16

40 dias de tratamento
Veiculo 17,5 + 2,8 203,6 + 38,4 13
2,5-hexanodiona 39,8 + 8,9 202,2 + 43,9 11

As ratas foram tratadas com veiculo ou 200 mg/kg, sc,
diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro
padrao da laténcia de descida da plataforma em segundos. N =
numero de animais por grupo.

Teste F para efeito simples: * p<0,001, ** p<0, 0005, comparado

com a sessao de treino.
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TABELA X. EFEITO DO TRATAMENTO COM 200 mg/kg DE 2,5-
HEXANODIONA, POR 25 OU 50 DIAS, SOBRE O DESEMPENHO DE RATAS

ADULTAS EM UMA TAREFA DE ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

TRATAMENTO SESSAO DE TREINO SESSAO DE TESTE N

25 dias de tratamento

Veiculo 9,3 + 0,9 12,9 + 1,6 14
2,5-hexanodiona 4,3 + 0,7% 4,2 + 0,9% 15
50 dias de tratamento
Veiculo 6,6 + 0,9 8,7 + 1,2° 19
2,5-hexanodiona 1,7 % 0,4# 3,2 + 0,8# 18
CRUZAMENTOS INTERPROVAS
25 dias de tratamento
Veiculo 6,7 + 1,2 6,9 + 1,5 14
2,5-hexanodiona 3,4 + 0,8% 2,6 + 0,5% 15
50 dias de tratamento
Veiculo 8,8 + 1,4 6,8 + 1,3 19
2,5-hexanodiona 2,2 + 0,4¥# 1,3 + 0,3% 18

As ratas foram tratadas com veiculo ou 200 mg/kg de 2,5-
hexanodiona, sc, diariamente. Os resultados sao apresentados
como média + erro padrao do numero de respostas de esquiva e
do numero de respostas de cruzamento interprovas. N = numero
de animais por grupo.

Teste F para efeito simples: * p<0,05 quando comparado a
sessao de treino.

Teste t de Student: # p<0, 01, A p<0,001, comparado ac grupo
veiculo na mesma sessao.
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III.2.1.2. Tratamento com 20 mg/kg de 2,5-hexanodiona: dose
baixa.

Desde que o tratamento com 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona
induziu efeitos marcantes sobre o desempenho comportamental
(exceto para a tarefa de esquiva inibitéria), principalmente
sobre a atividade motora, investigou-se o efeito do tratamento
crbnico com 20 mg/kg de 2,5-hexanodiona sobre as mesmas
tarefas testadas no experimento com a dose alta (200 mg/kg). O
tratamento foi realizado por 50 dias, ficando assim
distribuidas as tarefas comportamentais durante o tratamento:
30 dias - habituagao ao campo aberto, 40 dias - tarefa de
esquiva inibitéria e 50 dias - tarefa de esquiva ativa de duas

vias.

IIT.2.1.2.1. Habituagao ao Campo Aberto

A analise de variéncia de duas vias considerando as
sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees)
demonstra que houve efeito significativo da sessao quanto ao
numero de respostas de orientagao [F(1,35) = 7,63, p<0,009],
mas nao quanto as respostas de cruzamentos. O tratamento com
20 mg/kg de 2,5-hexanodiona nao afetou nem o numero de
respostas de orientagao nem o numero de cruzamentos. Também
nao houve interag¢ao significativa entre tratamento X sessao em

nenhum dos paradmetros medidos (tabela XI).

III1.2.1.2.2. Laténcia de descida da plataforma em uma tarefa

de esquiva inibitéria
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A anadlise de varidncia de duas vias considerando as
sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees)
revela diferen¢a significativa entre as sesseoes de treino e
teste [F(1,32) = 87,42, p<0,0001]. Porém, nao houve diferenga
significativa entre os tratamentos nem interag¢ao significativa

entre tratamento X sessao (tabela XII).

II1.2.1.2.3. Esquiva ativa de duas vias
A analise de varidncia de duas vias considerando as

sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees)

demonstra que somente houve diferenga significativa entre as
sessees de treino e teste para as respostas de esquiva
[F(1,31) = 11,82, p<0,002]. O tratamento com 20 mg/kg de 2,5-

hexanodiona nao alterou nem o numero de respostas de esquiva
nem o numero de cruzamentos interprovas. A interagao entre
tratamento X sessao também nao foi significativa quanto as
respostas de esquiva, porém foi significativa gquanto aos

cruzamentos interprovas [F(1,31) = 4.54, p<0.04]. Este efeito
foi devido a um aumento do numero de cruzamentos interprovas-
apresentado pelos animais tratados com 2,5-hexanodiona, mas
nao pelos tratados com veiculo, na sessao de teste (tabela

XIII).

ITI.2.1.2.4. Peso corporal

O tratamento com 20 mg/kg nao prejudicou o ganho de peso
corporal (dados nao mostrados). Engquanto que, os animais
tratados com a dose maior da 2,5-hexanodiona apresentaram uma

reducao de aproximadamente 10 % e 15 % de peso aos 25 e 50

71



dias, respectivamente,

quando comparado ao grupo controle,

resultados que estao de acordo com aqueles apresentados no

experimento descrito no item III.1.1.

(ver figura 1).

TABELA XI. HABITUACAO A UM CAMPO ABERTO DE RATAS TRATADAS,

30 DIAS, COM 20 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

POR

SESSAO DE TREINO

SESSAO DE TESTE

Veiculo

2,5-hexanodiona

Veiculo

2,5-hexanodiona

40,1

88,3

93,0

19

18

19

18

As ratas receberam

veiculo

2,5

hexanodiona,

sSC,

diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro

padrao do numero de respostas de orientagao e de cruzamentos

registrados em 5 min de sessao.

grupo.

Teste F para efeito simples:

treino.
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TABELA XII. LATENCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA EM UMA TAREFA DE
ESQUIVA INIBITORIA DE RATAS TRATADAS, POR 40 DIAS, COM 20
mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

LATENCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s)

TRATAMENTO
SESSAO DE TREINO SESSAO DE TESTE N
Veiculo 16,4 + 2,6 252,7 + 28,7" 18
2, 5-hexanodiona 13,3 + 1,7 202,6 + 37,97 16
As ratas receberam veiculo ou 2,5-hexanodiona, sc

diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro
padrao da laténcia de descida da plataforma em segundos. N =
numero de animais por grupo.

Teste F para efeito simples: * p<0,005, quando comparado &

sessao de treino.
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TABELA XIII. DESEMPENHO DE RATAS ADULTAS TRATADAS, POR 50
DIAS, COM 20 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA EM UMA TAREFA DE ESQUIVA

ATIVA DE DUAS VIAS.

TRATAMENTO SESSAO DE TREINO SESSAO DE TESTE N

Veiculo 8,9 + 1,1 12,5 + 1,7 17

2,5-hexanodiona - 9,3 + 1,3 13,4 + 1,3 16

Veiculo 6,3 + 0,8 5,2 + 1,3 17
2,5-hexanodiona. 5,7 + 1,3 8,9 + 1,4" 16
As ratas receberam veiculo ou 2,5-hexanodiona, sc,

diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro
padrao do numero de respostas de esquiva e de cruzamentos
interprovas. N = numero de animais por grupo.

Teste F para efeito simples: * p <0,01, quando comparado &
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