
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA 
E

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIÓ GRANDE DO SUL

EFEITO DA INTOXICAÇÃO COM 2,5-HEXANODIONA SOBRE DIVERSOS 
parAmetros COMPORTAMENTAIS E BIOQUÍMICOS EM RATOS ADULTOS E 

JOVENS: INTERAÇAO COM O SISTEMA COLINERGICO

MARIA ESTER PEREIRA

Orientador

Prof. IVAN ANTÔNIO IZQUIERDO

Tese apresentada ao Curso de Pós-Graduaçao em Bioquimica, 
setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná 
em convênio com o Curso de Pós-Graduaçao em Ciências 
Biológicas - Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande 
do Sul, como requisito parcial â obtenção do grau de Doutor em 
Bioquimica.

Curitiba
1994



Ao amor que eu e o Joao 
estamos vivendo!



RESUMO
Solventes orgânicos hexacarbonados sao compostos usados 

extensivamente na indústria, sendo responsáveis por um quadro 
de neuropatia em indivíduos expostos ocupacionalmente. 0 
principal metabólito destes solventes encontrado no organismo 
de humanos e animais experimentais ê a 2,5-hexanodiona, a qual 
parece mediar o quadro neurotóxico induzido por seus compostos 
progenitores. Animais experimentais tratados com a 2,5- 
hexanodiona apresentam fraqueza motora e diminuição no ganho 
de peso corporal. Alguns estudos demonstram ainda inibição da 
atividade de enzimas glicoliticas e alteraçao da atividade da 
acetilcolinesterase. Neste trabalho de tese, estudou-se o 
efeito do tratamento crônico em ratos adultos e jovens sobre 
diversos parâmetros bioquímicos, fisicos e comportamentais. 
Estudou-se ainda o efeito do tratamento agudo sobre alguns 
parâmetros comportamentais e nocicepçao. 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 
diminuição no ganho de peso corporal e menor peso de cérebro 
que os animais controle. Peso de figado só foi afetado em 
ratos jovens. Os animais adultos intoxicados apresentaram 
ingestão Alimentar semelhante aos animais controle e beberam 
ligeiramente mais que estes últimos. Tanto os animais adultos 
como os animais jovens tratados com 2 ,5-hexanodiona 
apresentaram glicemia e glicogênio muscular e hepático 
semelhante aos animais tratados com veiculo, com exceção 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 
conteúdo de glicogênio hepático que os demais grupos. Este 
último efeito deve estar relacionado â maior ingestão 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 habituaçao ao campo 
aberto uma diminuição do número de respostas de orientaçao e 
de cruzamentos, mas habituaram-se â tarefa. Na tarefa de 
esquiva inibitória, o tratamento com o hexacarbono também nao 
interferiu na retenção da mesma. Entretanto, na tarefa de 
esquiva ativa de duas vias, observou-se um acentuado 
envolvimento locomotor (também verificado no compo aberto) 
prejudicando o número de respostas de esquiva e de cruzamentos 
interprovas nas sessees de treino e teste. Diferentemente do 
tratamento crônico, o tratamento agudo de ratos adultos com a 
droga prejudicou sensivelmente a retenção das tarefas de 
habituaçao ao campo aberto e esquiva inibitória, sem afetar a 
atividade locomotora. Os animais jovens tratados 
prolongadamente com a 2,5-hexanodiona demonstraram prejuizo no 
comportamento de alternar espontâneo e na tarefa de esquiva 
inibitória, enquanto que o reflexo de geotactismo nao foi 
alterado pela droga.



Animais tratados aguda, mas nao cronicamente, com a 2,5- 
hexanodiona apresentaram antinocicepçao dependente da dose e 
do intervalo de tempo após sua administraçao. Este efeito foi 
bloqueado parcialmente pela administraçao concomitante de 
atropina.

A atividade da AChE de cérebro foi inibida "in vitro" 
pela 2,5-hexanodiona. As alteraçees nos parâmetros cinéticos 
(aumento do Km aparente e diminuição na Vmax) em adiçao âs 
caracteristicas da representação gráfica de Dixon e â formaçao 
de um complexo enzima-susbstrato-inibidor nao catalítico, 
sugerem que a inibição 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 jovens apresentou-se ligeiramente aumentada pelo 
tratamento crônico com a 2,5-hexanodiona.
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I. INTRODUÇÃO

O n-hexano é um liquido volátil e incolor. Na maioria dos 
casos, este composto é usado como uma mistura de seus isômeros 
e outros compostos de seis carbonos. Seu uso é muito difundido 
por ser um excelente e inespecifico solvente, utilizado com 
predominância no processamento de alimentos, incluindo a 
extraçao de óleos de soja, semente de linho, amendoim, milho e 
caroço de algodao, na polimerizaçao da borracha, na manufatura 
de produtos farmacêuticos, além de ser encontrado em produtos 
como colas, adesivos, tintas e vernizes e ainda, como 
componente da gasolina (0,4 - 9 %).

Por ser volátil, 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 rápida é distribuído 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 indústria era considerado seguro. Atualmente, em vários 
paises, têm sido estipulados limites de exposição ocupacional 
ao n-hexano, sendo que estes variam de 100 - 1800 mg/m (time- 
weighted average, TWA; exposição média máxima em um periodo de 
trabalho de 8 a 12 horas por dia) conforme o pais [n-Hexane, 
1991].

Estes limites foram impostos devido â identificação de uma 
sindrome de toxicidade caracterizada, clinicamente, por uma
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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 fábricas de sandálias no Japao e 
fábricas 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 â varíaçao do limite permitido, apesar de que no
Japao este indice é de 141 mg/m3.

Observaçees clinicas similares têm sido feitas em 
individuos que têm o hábito de cheirar "cola de. sapateiro", 
Iaques, vernizes e outros solventes que contenham n-hexano. 
Nestes casos de inalaçao voluntária, 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 econômicas, muitos individuos que cheiram cola 
o fazem em substituição ao uso da maconha e do álcool, assim 
como de outras drogas ainda mais caras e de maior controle de 
consumo.

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

Normalmente, os individuos que fazem uso destas drogas 
sao muito jovens (já a partir dos 14 anos de idade ou menos) , 
e somente um pequeno número deles procura ajuda médica e só o

2



faz quando começa 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 
tóxico como também o estudo das consequências de uso dos 
mesmos.

Apesar das poucas informaçees disponíveis sobre a 
toxicidade aguda do n-hexano em humanos, os dados existentes 
sugerem que o composto tenha baixa toxicidade aguda. Porém a 
exposição a niveis em torno de 3520 a 17600 mg/m3 (1000 a 5000 
ppm) por 10 - 60 minutos pode induzir sinais de depressão no 
sistema nervoso central, sonolência, vertigem, náusea e dor de 
cabeça [Couri & Milks, 1982] . -

Vários estudos sobre a neurotoxicidade do n-hexano (e da/
2-hexanona) e seus metabólitos, em humanos, ratos e galinhas, 
têm indicado a 2,5-hexanodiona como o metabólito neurotõxico 
destes agentes [Abou-Donia et al., 1988; Couri & Milks, 1982; 
Krasavage et al., 1980], com um potencial neurotóxico 38 vezes 
maior que o n-hexano [Krasavage et al., 1980].

O metabolismo do n-hexano e da 2-hexanona pode seguir 
várias vias distintas. Algumas levam â produção do metabólito 
neurotóxico 2 ,5-hexanodiona, e outras degradam alguns dos 
metabólitos a C02. No organismo, o composto também pode ser 
inativado por conjugaçao a grupos hidroxil disponiveis para 
formar sulfatos e glucuronideos. Estes conjugados sao entao 
eliminados rapidamente na urina e bile, tornando-se 
indisponíveis para biotransformaçees e/ou interaçees 
toxicológicas futuras [Couri & Milks, 1982; n-Hexane, 1991].

3



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

A determinação de metabólitos do n-hexano na urina tem 
sido utilizada para monitoramento biológico de pessoas 
expostas ocupacionalmente ao n-hexano. Os metabólitos mais 
comumente encontrados na urina de trabalhadores sao: 2-
hexanol, 2,5-dimetilfurano, -valerolactona [Perbellini et
al., 1980], 2,5-hèxanodiona [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 intoxicados com vapor de n-hexano apresenta 
principalmente: 1-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 metabólito comum em todos os 
estudos é a 2,5-hexanodiona. Assim, devido â presença 
constante da 2,5-hexanodiona como metabólito encontrado na 
urina de trabalhadores, um limite de exposição biológica 
(Biological Exposure Index, BEI) foi estabelecido nos Estados 
Unidos em 1986. Este indice é de 4 mg de 2,5-hexanodiona por 
litro de urina. Porém, a relaçao quantitativa entre a 
intensidade da exposição ao n-hexano e a excreção urinária de
2 .5-hexanodiona, assim como a apresentaçao dos efeitos 
tóxicos, está sujeita a variaçees devido, nao só a
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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 interaçees 
quimicas do n-hexano com outros solventes [Kawai et al , 
1991; Perbellini et al., 1982; Ralston et al., 1985] .

Na realidade, interaçees sinérgicas entre solventes 
parecem contribuir para o aparecimento dos efeitos sobre o 
sistema nervoso, desde que, na intoxicação ocupacional, a 
exposição simultânea a um número de diferentes solventes é 
mais comum que a exposição a um único solvente [Couri & Milks, 
1982; n-Hexane, 1991].

Os riscos â saúde devido â exposição a misturas de 
solventes têm sido analisados em termos de somaçao dos efeitos 
quando da exposição a um único solvente. Entretanto, a 
estimativa de efeitos torna-se incorreta, desde que vários
efeitos nao aditivos têm sido relatados apôs a exposição a 
múltiplos solventes. Por exemplo, o solvente metil-etil-cetona 
é um composto nao neurotóxico, 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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0 composto hexacarbonado 2,5-hexanodiona possui uma 
pressão de vapor baixa (1,6 mmHg a 25—C) e seu uso na 
indústria é muito limitado. Por estes motivos nenhum caso de 
neuropatia por intoxicação com 2 ,5-hexanodiona tem sido 
descrito. Porém, o vapor do composto causa irritaçao em 
mucosas e sua aplicaçao tópica 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 administraçao [Couri & Milks, 1982] .

Dados de toxicidade animal têm 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], subcutânea
[Missumi et al., 1985], oral, através de sonda ou na água de
beber [Anthony et al. , 1983a; DeCaprio & O'Neill, 1985;
Krasavage et al., 1980; 0'Donoghue et al., 1984; Ralston et
al., 1985; Sahenk & Mendell, 1981], dérmica [Abou-Donia et
al., 1985] e intratecal [Hammond-Tooke, 1992].

Como a 2,5-hexanodiona é solúvel em água, tem maior 
persistência no soro que o n-hexano, a 2-hexanona e que outros 
metabólitos, 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].

1.1. NEUROTOXICIDADE
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Humanos e animais experimentais expostos a concentraçees 
relativamente altas de n-hexano ou 2-hexanona e animais 
experimentais tratados com 2,5-hexanodiona desenvolvem uma 
sindrome neurotóxica 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; 0'Donoghue et al., 1984; Paulson & Waylonis, 1976; Rossi 
et al., 1982] .

0 termo "hexacarbon neuropathy" tem sido aplicado â 
sindrome de axonopatia distai central e periférica, induzida 
quimicamente por compostos que possuem esqueleto de seis 
carbonos. Entretanto, a disposição y-dicetona do oxigênio com 
os átomos de carbono do composto hexacarbonado parece exercer 
efeito fundamental na indução das neuropatias. Por exemplo, o
1-hexanol, 2,4-hexanodiona, 2,3-hexanodiona, 2,6-heptanodiona 
e a 1,6-hexanodiol nao possuem o espaçamento 1,4 entre os 
grupos carbonil, sendo todos compostos nao neurotóxicos. Por 
outro lado, as y-dicetonas 2 ,5-heptanodiona e 3,6- 
octanodiona produzem neuropatia idêntica â induzida pela 2,5- 
hexanodiona [Couri & Milks, 1982] .

A sindrome neurotóxica induzida por estes compostos é 
caracterizada, patologicamente, por um alargamento do diâmetro 
do axônio, por deposição 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 próxima aos nodos de Ranvier na secção mais 
distai, mas nao terminal, do axônio. Eventualmente, pode
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desenvolver-se em regiees mais prõximais 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;
0'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 )f-dicetonas reduzem a velocidade do transporte 
axonal retrógrado [Braendgaard & Sidenius, 1986; Sahenk & 
Mendell, 1981] ou anterógrado [Sickles, 1991] . A quantidade de 
proteínas transportada também pode ser reduzida tanto por dose 
única como . múltipla de 2, 5-hexanodiona [Sickles, 1991]. 
Provavelmente, o decréscimo no transporte de neurofilamentos 
seja o responsável pela formaçao do alargamento axonal, desde 
que ele ocorre pré-terminalmente e nao no terminal do axônio, 
como poderia ser esperado se houvesse um aumento no transporte 
de neurofilamentos [Hammond-Tooke, 1992]. ’

A intoxicação com 2,5-hexanodiona altera a condução 
nervosa, ou por diminuir a amplitude do potencial de açao pós- 
ganglionar [Rossi et al., 1982] ou por diminuir a velocidade
da condução em nervo motor [Ladefoged et al., 1989; Misumi et 
al., 1985] .

A desmielinizaçao e a degeneração retrógrada da fibra e o 
processo neurotóxico lembram as neuropatias "dying back" 
associadas com acrilamida, sulfeto de carbono e 
organofosforados [Couri & Milks, 1982; Griffin et al. , 1983;
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Hall & Gregson, 1982] .
Vários estudos têm demonstrado que a reaçao da y - 

dicetona com o grupo -amino da lisina de proteínas forma 
adutos 2,5-dialquilpirróis [Anthony et al., 1983a,b; DeCaprio
et al., 1983, 1988; DeCaprio & O'Neill, 1985] . A formaçao
destes adutos pirrólicos com proteinas de neurofilamentos 
parece ser o evento critico para a acumulaçao patológica dos 
neurofilamentos, como resultado de mudanças fisicoquimicas 
induzidas pelos adutos hidrofóbicos [DeCaprio et al., 1983;
DeCaprio & O'Neill, 1985]. Anthony e colaboradores (1983b) 
verificaram que a autoxidaçao dos pirróis gera intermediários 
reativos que resultam na ligaçao covalente cruzada de 
proteinas, que, quando de neurofilamentos, "in vivo" pode 
levar â acumulaçao destes.

1.2. ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS
A análise dos efeitos dos hexacarbonos sobre parâmetros 

comportamentais tem se limitado, praticamente, a observaçees 
clinicas do estado geral dos animais. Estas observaçees têm 
revelado que animais experimentais tratados por periodos 
prolongados com 2 ,5-hexanodiona apresentam alteraçees na 
atividade locomotora espontânea [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 distúrbios 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 alteraçees comportamentais 
analisadas em tarefas especificas. Em um desses estudos, a 
deficiência motora, observada por outros autores pela simples 
observaçao clinica, foi confirmada quando animais sao 
submetidos a testes de reflexos simples e ao tempo de 
permanência em uma barra, após tratamento com a 2,5- 
hexanodiona. Os animais apresentam uma diminuição da resposta 
reflexa aos 60 dias e nenhum reflexo ê emitido aos 80 dias de 
tratamento com a droga, enquanto que, aos 40 dias de 
tratamento, os animais apresentam diminuição no tempo de 
permanência na barra [Ralston et al., 1985].

No teste de "rotarod", os animais apresentam-se mais 
sensiveis ao tratamento com 2,5-hexanodiona. A partir da 
terceira semana de tratamento por via oral, na água de beber 
[Ladefoged et al., 1989] ou por sonda [Ralston et al., 1985],
verifica-se diminuição no tempo de permanência no aparelho.

1.3. METABOLISMO GLICOLITICO
O quadro de axonopatia relatado para a intoxicação com

2,5-hexanodiona é idêntico àquele verificado em humanos e em 
animais experimentais expostos â acrilamida [Couri & Milks, 
1982; Spencer et al, 1979]. As semelhanças verificadas na 
enfermidade apresentada por estes dois compostos levou à 
hipótese de que ambos poderiam agir por um mesmo mecanismo de 
indução do quadro neurológico.
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Spencer e colaboradores (1979) apresentaram uma hipótese 
para a neuropatia induzida por alguns agentes neurotóxicos. 
Esta hipótese sugere que a neuropatia pode ser produzida por 
uma inibição de enzimas glicoliticas ao nivel do axônio, 
seguida pela interferência 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 axônio. Desta forma, o bloqueio do transporte 
axonal poderia ocorrer primeiro nestes sitios, causando 
acúmulo do material transportado nas regiees paranodais 
próximas aos nodos de Ranvier.

Muitos estudos nesta linha de pesquisa têm reforçado a 
teoria glicoiitica.

"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 neurônio bovino [Sakamoto & Hashimoto, 1985a] e 
enolase do sistema visual [Griffiths et al., 1981] e de nervo 
ciático 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 
inibição da atividade da GAPDH e enolase de nervo ciático 
[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 características 
cinéticas de inibição do tipo mista para ambos os solventes. 
Estes autores também verificaram que a GAPDH de nervo ciático 
e de cérebro de ratos ê inibida "in vitro" por 2-hexanona, mas 
nao por 2,5-hexanodiona, 1,6-hexanodiol e acetona.

Porém, outros estudos têm apresentado resultados 
diferentes quanto â sensibilidade da GAPDH a 2,5-hexanodiona. 
I50 de 3,85 mM e de 47,9 mM de 2,5-hexanodiona foram obtidos, 
respectivamente, para a GAPDH purificada de músculo 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 água de beber apresentaram somente 
inibição (25%) na atividade da GAPDH de nervo ciático, 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 têm sido 
estudas quanto â sensibilidade aos hexacarbonos [Howland et 
al., 1980b; Sabri, 1984; Sabri et al., 1979].

Grande importância havia sido dada â 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 
glicólise (enzima alostérica com inúmeros reguladores 
positivos e negativos). Esta enzima, porém, parece ser pouco 
sensivel. Apenas em um estudo, obteve-se inibição da mesma "in 
vitro" por 2,5-hexanodiona e 2-hexanona [Sabri et al., 1979].

A enolase, enzima bastante estudada em intoxicaçees por 
acrilamida, apresenta um I5Q 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 funçees 
fisiológicas. Estudos farmacológicos recentes demonstram que, 
além da funçao esterâsica das colinesterases, as 
acetilcolinesterases (AChE) desempenham outras funçees como: 
efeitos inibitórios pré-sinápticos, açao direta sobre 
receptores colinérgicos, açao direta sobre canais, 
especialmente o de potássio, e açao sobre outros 
neurotransmissores [Ashford et al., 1989] . Já as
butirilcolinesterases, produzidas em grandes quantidades no 
figado e presentes no plasma, parecem ter funçao 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 têm sido observadas entre as duas familias: 
mecanismo de açao, formas moleculares, natureza do sitio ativo 
e organizaçao das subunidades [Bastone et al., 1987; Massouliê 
& Bon, 1982] .

A atividade da ChE de plasma humano é 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 é a forma globular tetramérica (G4) [Massouliê & Bon,)
1982]. Esta forma globular também está 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 eritrócitos contém a forma dimérica (G2) [Bastone et 
al., 1987].

1.4.1. Mecanismo de açao da AChE
0 centro ativo da acetilcolinesterase é constituído por 

um local aniônico, carregado negativamente, que recebe a 
cabeça catiônica da acetilcolina (grupo quaternário) [-N + 
(CH-jJ-j)], e um local esterásico que aloja o grupamento éster e 
carbonila.

A primeira etapa da ligaçao enzima-substrato se dá pelo 
ataque nucleofilico da hidroxila da serina do local esterásico 
sobre o grupamento éster-carbonila, promovendo a quebra da 
ligaçao éster. A colina é liberada e a enzima fica na forma 
acetilada, tendo seu local aniônico livre. A enzima acetilada
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reage com a água, ácido acético ê formado e a enzima ê 
totalmente regenerada.

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

AChE de órgao elétrico de peixe (Electrophorus electricus), 
verificaram que um grande número de cetonas alifáticas simples 
eram inibidores competitivos da AChE "in vitro", com uma 
constante de dissociação que variava entre 1 a 5 mM. Das 
cetonas estudadas, os autores encontraram que 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 inibição induzida pelas 
cetonas envolve o sitio aniônico da enzima, uma vez que a 
ligaçao da 2-pentanona excluiu a ligaçao do ion tetrametil- 
amônio, um inibidor especifico do local aniônico da enzima, 
mas nao interferiu na inativaçao da enzima pelo 
metilsulfonilfluoreto, que reage com o grupo hidroxil 
nucleofilico do local esterásico.

0 efeito do n-hexano sobre a atividade das ChE tem sido 
questionado. Vilanova & Vicedo (1983) verificaram que o 
residuo obtido da destilaçao do n-hexano comercial inibia a 
atividade da ChE de soro humano, AChE de órgao elétrico de 
peixe e AChE de eritrócito humano. Esta inibição foi associada 
â presença de organofosforados encontrados neste residuo. O n- 
hexano comercial usado pelos autores continha 36 % de n-hexano 
e um total de 94 % de cetonas alifáticas de 6 carbonos.

Os efeitos da exposição ocupacional a compostos
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hexacarbonos sobre a atividade de colinesterases têm sido um 
tanto controversos. Paulson & Waylonis (1976) encontraram 
diminuição na atividade da ChE de plasma de trabalhadores que 
apresentaram polineuropatia devido â exposição ao n-hexano. 
Por outro lado, Allen e colaboradores (1975), em um estudo 
sobre polineuropatia em trabalhadores de uma indústria de 
capas plásticas, encontraram aumento significativo na 
atividade da ChE plasmâtica e redução na atividade da AChE de 
eritrócitos naqueles individuos que apresentaram sinais 
eletromiográficos. A composto metil-n-butil cetona (MnBK, MBK,
2-hexanona) foi reconhecido como sendo a causa da intoxicação.

Em ratos, verificou-se aumento na atividade da AChE, mas 
nao da BuChE de plasma após 2 a 4 semanas de tratamento com n- 
hexano (5.000 ppm) ou 2,5-hexanodiona (1% na água de beber). 
Além disso, observou-se aumento na atividade da AChE do 
músculo extensor digital longo, mas nao do solear, nem 
alteraçao na atividade da enzima hepática após o tratamento 
com 2,5-hexanodiona [Bastone et al., 1987].
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1.5. OBJETIVOS

O presente trabalho de tese teve como objetivos:
1. Estabelecer um modelo de intoxicação prolongada em ratos 
adultos e jovens que tornasse possivel estudar os efeitos da
2,5-hexanodiona sobre parâmetros fisicos (peso corporal e de 
cérebro e figado, ingestão alimentar), bioquimicos (glicemia, 
conteúdo de glicogênio e atividade de enzimas glicoliticas) e 
comportamentais (comportamento exploratório, atividade 
locomotora e memória);

2. Estudar a interaçao da 2,5-hexanodiona com o sistema 
colinérgico através de parâmetros comportamentais (resposta 
nociceptiva) e bioquimicos (atividade da acetilcolinesterase).
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II. MATERIAL E MÉTODOS

Será descrita em material e metôdos a metodologia geral 
utilizada na realizaçao desta tese. Detalhes específicos 
metodológicos serao descritos antes da apresentaçao dos 
resultados, em cada experimento.

II.l. REAGENTES
Acido cloridrico - Merck
Acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) - Sigma
Acido L(+)-láctico - Sigma
Acido málico - Merck
Acido ortofosfórico 85 % - Merck
Adenosina monofosfato de sódio - tipo III - Sigma
Albumina bovina - Reagen
Cloreto de atropina - Merck
Cloreto de magnésio - Reagen
Cloreto de sódio - Reagen
Coomassie brilhante azul G - Sigma
Etanol p.a. - Merck
Fosfoenolpiruvato de sódio - Merck
2-Fosfoglicerato de sódio - Boehringer Mannheinn
Fosfato de potássio dibâsico - Reagen
Fosfato de potássio monobásico - Reagen '
Glicina - Merck 
Glicogênio - Merck 
Glicose - Merck
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I,6-Hexanodiol - Aldrich
2,5-Hexanodiona - Aldrich 
Hidrocloreto de etopropazina - Sigma 
Hidróxido de potássio - KOH - Merck 
Imidazol - Sigma
Iodeto de acetiltiocolina - Sigma 
Iodeto de potássio - Reagen 
Iodo - Reagen
Nicotinamida adenina dinucleotidio oxidada - Sigma
Nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida - Sigma
Ortotoluidina - Merck
Sulfato de magnésio - Reagen
Tris (hidroximetil) aminometano - Sigma

II.2. EQUIPAMENTOS 
Balança Analitica - Mettler 
Balança Eletrônica - Sartorius 
Banho-Maria - Warburg - B.Braun Melsungen 
Caixa de Condionamento Automatizada - Albarsch 
Caixa para Habituaçao ao Campo Aberto 
Centrifuga Clinica - Baby
Centrifuga Refrigerada - Janetsky K 24 - rotor com ângulo fixo 
de 40°.
Espectrofotômetro Pekin Elmer - duplo feixe 
Espectrofotômetro Specoll 
Ph-metro - Testa 
Tail-Flick - Albarsch
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11.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS
Foram utilizados ratos Wistar adultos e jovens, machos e 

fêmeas.
Nos experimentos em que utilizaram-se ratos adultos, os 

mesmos eram provenientes ou do Biotério do Instituto de 
Biociências 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 
fêmeas 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 proporção de 
3 fêmeas para 1 macho, por um periodo de 20 dias, quando entao 
as fêmeas 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 à raçao (Purina) e â água 
e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, em 
ambiente com temperatura controlada em 23 ± 2°C.

11.4. TRATAMENTO COM HEXACARBONOS
II.4.1. Preparo das soluçees:

Os animais controle foram tratados com solução veiculo, 
que consistia de uma solução de NaCl 100 mM contendo tampao 
fosfato de potássio 10 mM, pH 7,2.

Como droga neurotóxica, foi utilizada o hexacarbono 2,5- 
hexanodiona, e como droga nao neurotóxica, o 1,6-hexanodiol.
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Ambos foram preparados em solução veiculo. As doses do 1,6- 
hexanodiol eram equimolares âs da 2,5-hexanodiona.

11.4.2. Tratamento de animais adultos:
Os animais utilizados para o controle de ingestão 

liquida e sólida foram mantidos em grupos de dois por caixa, 
recebendo ambos o 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 soluçees por via intraperitoneal nas concentraçees de 0 
(controle), 200, 400 ou 800 mg/ml de 2,5-hexanodiona, enquanto 
que aqueles tratados cronicamente (tratamento diário) 
receberam o tratamento por via subcutânea nas concentraçees de 
0 (controle), 200 mg/ml de 2,5-hexanodiona ou 207 mg/ml de
1,6-hexanodiol.

11.4.3. Tratamento de animais jovens:
Ratos machos e fêmeas foram tratados subcutaneamente, a 

partir do 4— dia de vida pós-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 soluçees nas concentraçees 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 âs 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 soluçees em um volume equivalente a 1 ml por kg de 
peso corporal (isto só ocorreu nos experimentos em que os 
animais foram tratados por mais de 30 dias), recebendo as 
soluçees nas concentraçees 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
II.5.1. Habituaçao 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 linóleo e dividido com 
linhas brancas em 12 retângulos de 15,0 X 13,0 cm. Os animais 
foram submetidos a duas sessees (sessees de treino e teste) de 
5 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 número de respostas de 
orientaçao e o número de cruzamentos realizados pelo animal. 
Uma diminuição no número de respostas de orientaçao 
apresentada pelo animal na sessão de teste em relaçao â 
sessão de treino foi tomada como habituaçao â tarefa e 
considerada como medida de memória. 0 número de respostas de 
cruzamento foi tomado como parâmetro para avaliar a atividade 
locomotora [Izquierdo, 1979; Izquierdo et al., 1984].
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11.5.2. Esquiva inibitória - 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 constituído de uma grade 
de barras de bronze paralelas com 1 mm de diâmetro, 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 
sessão de treino (sessão 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 até 
que o animal retornasse â plataforma. A sessão de teste era 
semelhante à sessão de treino com omissão do choque, e foi 
realizada 24 horas após a sessão de treino. O aumento da
latência de descida da plataforma na sessão de teste comparado 
á sessão de treino foi considerado como medida de memória 
[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 diferença entre as 
latências de descida da plataforma da sessão de teste e a
sessão de treino.

11.5.3. Esquiva ativa de duas vias - Foi realizada em uma
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caixa de condicionamento automatizada (Albarsch) similar â 
caixa usada na tarefa de esquiva inibitória, exceto que esta 
nao continha plataforma e possuia, entre as duas barras 
centrais, uma barra de acrilico medindo l 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 
que nao houvesse polarizaçao das barras e conseqüente 
insensibilizaçao do choque. 0 animal era colocado em um dos 
lados da caixa, e, após um periodo de 4 min, eram apresentados 
30 tons (1,0 kHz, 5 s e 70 dB) (estimulo condicionado) em 
intervalos variáveis, ao acaso, durando de 10 a 50 s. Cada tom 
era seguido de um choque 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 
apresentaçao do tom) , o mesmo era interrompido e a emissão do 
choque evitada. 0 número de respostas de esquiva e o número de 
respostas de cruzamento interprovas (cruzamento da caixa 
independentemente da apresentaçao do tom e do choque) foram 
registrados automaticamente. Os animais foram submetidos â 
sessão de teste 24 horas apôs a sessão de treino. A sessão de 
teste era idêntica ao treino, exceto que o periodo de 
habituaçao foi de 2 min. 0 aumento no número de respostas de 
esquiva na sessão de teste em relaçao â sessão de treino foi
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tomado como medida de memória [Carrasco et al. , 1982;
Izquierdo et al. ( 1984; Pereira et al., 1988].

11.5.4. 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 fonte luminosa fixa estava colocada 2,3 cm 
rostral â ponta da cauda do animal. 0 acionamento da fonte 
luminosa disparava automaticamente um cronômetro digital, e a 
deflexão da cauda, motivada pelo calor irradiado da lâmpada, 
ativava uma fotocélula que encerrava a medida (emissão de luz 
e cronômetro). A intensidade da corrente geradora de luz foi 
ajustada em 0,35 mA, para obter-se uma latência de retirada da 
cauda (latência de "tail-flick" ou TFL) de 3 a 5 segundos. Um 
limite de 10 segundos foi imposto âs 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 nociceppao [Dalmaz, 
1989; Netto et al., 1987; Vendite et al., 1990]. Ainda neste 
dia os animais eram submetidos a uma medida de latência de 
"tail-flick", medida basal. No dia 2, após uma nova medida de 
base, os animais foram tratados como descrito nos itens
III.3.1, III.3.2. e III.3.3. .

11.5.5. 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 inclinaçao de 40°. 
Os ratos eram colocados sobre o centro da plataforma com a 
face voltada para baixo. Registrava-se o tempo necessário para 
que o animal virasse com a face para cima. Foram realizadas 8 
provas, em 8 dias consecutivos, sendo que cada prova consistia 
da latência média de 3 sessees consecutivas. Utilizou-se um 
limite de 60 segundos para cada sessão. A diminuição na 
latência de virada, reflexo de geotactismo negativo, foi 
tomada como melhora da resposta reflexa motora [Da-Silva et 
al., 1990; Rocha et al., 1993].

II.5.6. Teste de alternar espontâneo em um labirinto em T - A 
resposta de alternar espontâneo foi analisada em uma caixa de 
madeira no formato de um T, medindo os braços menores 20 cm e 
o braço maior 34 cm de comprimento. Ambos os braços mediam 8 
cm de largura e 20 cm de altura. O espaço comum entre os 
braços continha 8 X 8 cm. O animal era colocado na extremidade 
do braço maior, e registrava-se a latência que o mesmo levava 
para entrar em um dos outros braços (menores). Após a entrada, 
a abertura do braço 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, apôs um intervalo de 15 
segundos, era colocado novamente na extremidade do braço 
maior, registrando-se novamente o tempo que o mesmo levava 
para entrar em um dos outros braços. Tal procedimento era 
repetido por, no máximo, 5 vezes e suspendido assim que o 
animal alternasse o braço escolhido. Registrava-se desta forma
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a prova em que o rato alternou o braço do labirinto e o tempo 
total necessário para o mesmo [Da-Silva et al., 1990] .

II.6 . PREPARAÇAO DO MATERIAL BI0L0GIC0 PARA A ANALISE DA 
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DESCRITAS NOS ITENS II. 7. a 11.11..

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

Para a medida da atividade das enzimas malato e lactato 
desidrogenase, glicogênio 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 
MgS04 1 mM, em um homogeneizador Potter-Elvehjem. A 
homogeneização foi realizada com 10 movimentos de vai e vem 
("strokes") vagarosos, com o êmbolo girando a uma velocidade 
de 1300 rpm. 0 material foi centrifugado a 1200 g em uma 
centrifuga refrigerada (0-4°C) (Janetzki K-24) por 10 min. A 
partir desta centrifugação, obteve-se uma solução sobrenadante 
de baixa velocidade (Sl) e um precipitado. 0 SI foi
centrifugado a 10.000 g por 20 min para obter-se um segundo
sobrenadante, S2, e um segundo precipitado, P2 (mitocôndrias, 
sinaptossomas), que foi ressuspendido na solução de 
homogeneização. Estas fraçees foram armazenadas a -20°C por 5 
- 10 dias, quando entao foram realizados os ensaios
enzimâticos.

Para a medida da atividade da enzima acetilcolinesterase, 
o cérebro e o cerebelo foram dissecados, pesados e
homogeneizados em 10 volumes de tampao tris-HCl 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 (Sl) e um 
precipitado. A fraçao Sl foi usada na determinação da 
atividade enzimática. 0 material enzimâtico foi congelado a 
-20°C por 1 - 7  dias.

11.7. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA LACTATO DESIDROGENASE 
(EC 1.1.1.27; LDH) - Foi monitorada espectrofotometricamente 
pelo aumento da absorbância a 340 nm a 30°C resultante da 
formaçao de NADH [Howland et al., 1980b] . 0 meio de ensaio
continha tampao glicina-KOH 21 mM, pH 10, NAD+ 0,25 mM, e 250 
ou 200 jal de homogeneizado de cérebro (40-70 jag de proteina 
para ratos adultos e 60-90 /ig para ratos jovens) ou figado 
(50-80 jag de proteina para ratos adultos e 75-125 /ig para 
ratos jovens), respectivamente. A mistura foi pré-incubada for 
3 min, e a reaçao foi iniciada pela adiçao de ácido láctico 
neutralizado (pH 7) com KOH para prover uma concentração final 
de 500 mM. A reaçao foi linear por 2 min.

11.8. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENOLASE (EC 4.2.1.11) 
- Foi analisada pelo aumento da absorbância a 240 nm a 30°C 
resultante da formaçao de fosfoenolpiruvato [Howland et al., 
1980b]. 0 meio de ensaio enzimâtico continha tampao imidazol 
10 mM (pH 6,8), MgS04 1,5 mM, KC1 500 mM e 20 ou 50 jUl de 
solução S2 de figado (0,5-0,8 mg proteina) ou cérebro (0,7-0,9 
mg de proteina), respectivamente. Após um periodo de 3 min de
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pré-incubaçao, a reaçao foi iniciada por adiçao de 2- 
fosfoglicerato para prover uma concentração final de 1 mM. A 
reaçao foi linear por 2 min. A atividade da enolase nao foi 
estudada em ratos jovens.

11.9. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA MALATO DESIDROGENASE 
(EC 1.1.1.37; MDH) - Foi analisada pelo aumento da absorbância 
a 340 nm, pela formaçao de NADH [Wolfe & Neilands, 1955] em um 
meio contendo tampao glicina-KOH 10 mM (pH 10), NAD+ 2,5 mM e 
ácido málico 100 mM neutralizado (pH 7) com KOH. Esta mistura 
foi incubada por 5 min a 25°C, e a reaçao foi iniciada pela 
adiçao de 20 ou 50 jul da solução P2 de figado (40-70 /ig de 
proteina) ou cérebro (50-80 jag de proteína) , respectivamente 
A reaçao foi linear por 3 min. Em ratos jovens, a atividade 
da malato desidrogenase foi estudada em homogeneizado de 
figado (50 jul, 60-90 jug de proteina) e cérebro (50 yul, 75-125 
ug proteina).

11.10. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA GLICOGÊNIO 
FOSFORILASE (EC 2.4.1.1) - O material enzimático (100 yul de 
homogeneizado de figado, 1-2 mg de proteina) era incubado a 
37°C por 30 min em um meio contendo tampao fosfato de potássio 
13 mM (pH 7,5), MgCl2 0,084 mM, 8 mg/ml de glicogênio. A 
reaçao era interrompida pela adiçao de HC1 de maneira a obter- 
se uma concentração final de 1,5 M. A seguir, os tubos eram 
colocados em gelo por 20 min, centrifugados a 2.000 rpm por 10 
min (centrifuga clinica) , e uma alicota de 50 jul era 
transferida para outro tubo juntamente com 0,45 ml de água
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destilada e 2,0 ml de Reagente de Iodo (Krisman, 1962) . Para 
análise da atividade da fosforilase a além da fosforilase b, 
AMPc foi adicionado ao meio de incubaçao de maneira a obter-se 
uma concentração final de 0,2 mM. A atividade da enzima é 
apresentada como mg de glicogênio hidrolisado por hora por mg 
de proteina [Long, 1961].

11.11. 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 modificação 
do método de Ellman e colaboradores (1961), como descrito por 
villescas e colaboradores (1981). 0 método baseava-se em medir 
o aumento da absorbância a 412 nm a 25°C conseqüente da 
formaçao de-um ânion amarelo, o ácido 5-tio-2-nitro-benzóico. 
0 meio de análise continha ácido 5,5-ditio-bis-(2- 
nitrobenzóico) (DTNB) 1 mM, tampao fosfato de potássio 24 mM 
(pH 7,2), acetiltiocolina 0,8 mM, etopropazina 0,1 mM 
(inibidor especifico da butirilcolinesterase, EC 3.1.1.8) e 50 
jul de material enzimâtico (Sl, 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 
potássio 0,2 M no meio de incubaçao e 50 pl de soro. Após um 
periodo de 2 min de pré-incubaçao, a reaçao foi iniciada pela 
adiçao de acetiltiocolina. A reaçao era linear por 2 min. No 
estudo dos parâmetros cinéticos da acetilcolinesterase de 
cérebro, foram utilizadas outras concentraçees de substrato. A 
atividade especifica da enzima cerebral e cerebelar foi
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analisada em fraçao SI (ver página 28, item II.6) e expressa 
como jumol 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.

11.12. MEDIDA DO CONTEÚDO DE GLICOGÊNIO DE FIGADO E MUSCULO 
ESQUELETICO - 0 glicogênio era extraido do tecido (figado e 
músculo) a quente em 10 volumes de KOH a 30 % (peso/volume) , 
durante 10 min. Após 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 %) . Após agitaçao, 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 
(músculo) de água destilada. 0 conteúdo de glicogênio obtido 
pela extraçao foi quantificado pelo Reagente de Iodo (Krisman, 
1962) .

11.13. MEDIDA DOS NIVEIS DE GLICOSE SANGUÍNEA - Niveis de 
glicose sêrica foram medidos usando o reagente da orto- 
toluidina, segundo o método de Cooper & McDaniel (1970).

11.14. DOSAGEM DE PROTEINA - Proteinas tanto teciduais como 
sêricas 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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11.15. ANALISE ESTATÍSTICA.
Os resultados foram comparados por análise de variância 

de uma via ou por análise de variância de duas ou três 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 parâmetro 
de desempenho (esquiva inibitória, latência de geotactismo e 
de "tail-flick" e comportamento de alternar espontâneo), por 
nao apresentarem distribuição normal, foram transformados em 
seus logaritimos, antes de ser feita a análise de variância, e 
apresentados nas tabelas e figuras como valores reais [Sokal & 
Rohlf, 1969] .

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

Os cálculos de regressão linear para as representaçees 
gráficas de Lineweaver e Burk e de Dixon foram realizadas em 
uma calculadora programável.
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III. RESULTADOS

III.l. ESTUDO DE UM MODELO DE INTOXICAÇÃO CRÔNICA COM 2,5- 
HEXANODIONA SOBRE A ATIVIDADE DE ENZIMAS GLICOLITICAS

Dados da literatura têm demonstrado que a intoxicação de 
ratos adultos com 2,5-hexanodiona induz redução no ganho de 
peso ou mesmo perda de peso corporal [Anthony et al., 1983a,b; 
Braendgaard & Sidenius, 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 mg/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 administraçao, sendo a droga 
diluida na água, como única fonte de ingestão 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 ôrgaos nem 
sobre a relaçao entre a perda de peso corporal e a ingestão 
alimentar. Um outro ponto em questão é a inexistência de dados 
na literatura relacionados â intoxicação de animais jovens.

Tem-se sugerido que a açao neurotóxica de alguns 
hexacarbonos poderia estar associada a uma deficiência 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 parâmetros 
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 exposição prolongada â 2,5- 
hexanodiona sobre a atividade das enzimas enolase, malato e 
lactato desidrogenase de figado e de cérebro e da glicogênio 
fosforilase de figado destes animais.

111.1.1. Efeito do tratamento crônico com 2,5-hexanodiona 
sobre o peso corporal, peso de cérebro e de figado e 
sobre o consumo de água 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 subcutânea (se.), entre 10:00 e 13:00 
horas, por 40 dias. As doses dos hexacarbonos foram 
equimolares. O peso corporal e a ingestão de água e comida 
foram medidos em intervalos de 6 dias. Como os animais foram 
agrupados em 2 por caixa, cada caixa constituiu uma amostra. 
Após 40 dias de tratamento, os animais foram mortos por 
decapitaçao e cérebro e figado dissecados e pesados.

111.1.1.1. Ganho de Peso Corporal
A análise de variância de duas vias considerando o peso 

em cada intervalo de tratamento como medida repetida (3
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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 análise também mostra
efeito significativo das medidas [F(6,214) = 314,7, p<0,0001]
e interaçao significativa entre tratamento X medida [F(12,214) 
= 11,67, p<0,0001]. A interaçao foi significativa devido ao
fato de que, apesar de todos os grupos apresentarem aumento de 
peso corporal com o passar do tempo, os animais tratados com
2,5-hexanodiona apresentaram um ganho de peso inferior ao 
apresentado pelos demais grupos (figura 1) . A análise de 
variância de uma via comparando os grupos em cada intervalo de 
tratamento revela que, a partir do 18— dia de tratamento, há 
diferença significativa entre os grupos pelo menos para
p<0,02.

111.1.1.2. Peso de cérebro e de figado
Os resultados do peso corporal e do peso de cérebro e 

figado sao apresentados na tabela I. A análise de variância 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 diminuição 
no ganho de peso corporal, os animais tratados com 2,5- 
hexanodiona apresentam menor peso de cérebro que os demais 
grupos. 0 tratamento com o hexacarbono nao neurotóxico, 1,6- 
hexanodiol, como era de se esperar, nao alterou nenhuma destas 
medidas.

111.1.1.3. Ingestão sólida e liquida
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Os resultados da ingestão de comida e água sao 
apresentados nas figuras 2 e 3, respectivamente. 0 controle de 
ingesta foi realizado a cada 6 dias, sendo apresentado como a 
quantidade de comida (g) ou água (ml) ingerida por 100 g de 
peso corporal por dia. A primeira medida, dia 0, foi realizada 
nos últimos 6 dias anteriores ao inicio do tratamento.

111.1.1.3.1. Ingestão sólida
A análise de variância de duas vias considerando a 

ingestão 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 interaçao significativa entre tratamento X medida. 
Analisando o efeito do tratamento em cada medida, a análise de 
variância de uma via revela que em nenhuma medida houve 
diferença significativa entre os grupos. Diferença 
significativa só foi encontrada comparando-se a soma das 
medidas (total de ingestão 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).

111.1.1.3.2. Ingestão liquida
A análise de variância de duas vias considerando a 

ingestão 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 interaçao significativa entre
tratamento X medida. Considerando o efeito do tratamento em 
cada medida, a análise de variância de uma via revela que, com 
exceção 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 água apresentado pelo grupo 
tratado com 2,5-hexanodiona. Como conseqüência, a soma das 
medidas a partir do inicio do tratamento apresentou efeito 
significativo do tratamento no consumo de água [F(2,10) =
12,98, p<0,002] (tabela II).

Estes resultados demonstram que a diminuição no ganho de 
peso corporal apresentado pelos animais tratados com 2,5- 
hexanodiona nao está relacionada a uma diminuição no consumo 
de comida ou água, uma vez que o tratamento com 2,5- 
hexanodiona nao diminuiu a ingestão de comida e provocou um 
aumento na ingestão de água apresentada por estes animais.

38



dias de tratamento
FIGURA 1. EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO COM 2 00 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) , sç. Os resultados sao 
apresentados como média de 12 a 14 animais por grupo (erro 
padrao inferior a 5 % da média).
Teste de raio múltiplo 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.

TRATAMENTO N
CORPORAL

P E S O  ( g )
CEREBRAL HEPÁTICO

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 = número de animais por grupo.

★Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, quando comparado
aos demais grupos.
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FIGURA 2. INGESTÃO SOLIDA APRESENTADA POR RATAS ADULTAS 
TRATADAS PROLONGADAMENTE COM 2 00 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 diferença significativa entre os grupos na mesma 
medida (análise de variância de uma via).
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FIGURA 3. INGESTÃO 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 
água ingerida por 100 g de peso corporal por dia (erro padrao 
inferior a 10 % do valor da média).
Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, quando
comparado aos demais grupos na mesma medida.
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TABELA II. INGESTÃO SOLIDA E LIQUIDA DE RATAS ADULTAS TRATADAS 
PROLONGADAMENTE COM 200 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

INGESTÃO SOLIDA 
g / 100 g / 6 dias N

INGESTÃO LIQUIDA 
ml / 100 g / 6 dias N

Veiculo 44,36 ± 1,51 7 69,37 + 4,58 4
HD-200 43,54 ± 1,77 7 k k101,22 ± 5,86 4
HDOH-207 k49,32 ± 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 água ingerida por 100 g de peso corporal por dia. N = 
número de animais por grupo.

k ★ ★Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, quando
comparado aos demais grupos.
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III.1.2. Efeito do tratamento crônico com 2,5-hexanodiona 
sobre alguns parâmetros bioquímicos 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 decapitaçao e os cérebros e figados foram 
removidos e pesados. Uma alicota foi removida de cada figado e 
do músculo gastrocnêmio e armazenada a -20°C até o momento da 
análise do conteúdo de glicogênio (ver material e métodos). 0 
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 fraçees de tecido cerebral e hepático para 
os ensaios enzimâticos, preparadas como descrito em material e 
métodos, foram: homogeneizado para a LDH e glicogênio
fosforilase, S2 para a enolase e P2 para a MDH.

III.1.2.1. Niveis séricos de glicose e proteina e conteúdo de 
glicogênio hepático e muscular 

A análise de variância de uma via revela que o tratamento 
com 2, 5-hexanodiona por 40 dias nao alterou os niveis 
glicêmicos nem o nivel de proteina sérica (tabela III). Quanto 
ao conteúdo de glicogênio, a análise de variância de uma via 
revela efeito significativo do tratamento no conteúdo de 
glicogênio de figado [F(2,21) = 3,19, p<0,02], mas nao no de
músculo esquelético. O efeito do tratamento sobre o conteúdo 
de glicogênio hepático 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 glicogênio. 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 
glicogênio fosforilase de figado 

A análise de variância 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 análise de 
variância de duas vias da atividade da glicogênio fosforilase 
considerando a atividade na ausência e presença de AMPc como 
medida dependente (3 tratamentos: veiculo, 2,5-hexanodiona e
l,6-hexanodiol X 2 medidas: com ou sem AMPc) revela que a
presença 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 
está relacionada à ingestão alimentar e nao foi acompanhada 
por alteraçees 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 PROTEÍNA SERICA E CONTEÚDO 
DE GLICOGÊNIO 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
(mg/100 ml de soro)

119,5 + 6,8 
(8)

111,5 + 2,2 
(9)

118,8 +2,6 
(8)

PROTEÍNA 8,0 + 0,4 7,2 + 0,8
(g/100 ml de soro) (7) (6)
GLICOGÊNIO (g/100 g de tecido)

FIGADO 5,9 + 0,6 
(7)

6,0 + 0,6 
(9)

9,0 + 1,1* 
(8)

MUSCULO 1,8 + 0,4 
(7)

1,2 + 0,1 
(9)

1,7 + 0,4 
(8)

As ratas foram tratadas como descrito na figura 1. Os 
resultados sao apresentados como média ± erro padrao. Número 
de animais por grupo apresentado entre parênteses.
Teste de raio múltiplo de Duncan: * p<0,05, quando comparado
aos demais grupos.

46



TABELA IV. ATIVIDADE ESPECIFICA DAS ENZIMAS ENOLASE, LDH E MDH 
DE CEREBRO E FIGADO E GLICOGÊNIO 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)

Enolase 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)
glicogênio fosforilase
---- 0,70 + 0,03 0,64 + 0,09 0,58 + 0,11

(6)„ * « ,(8) * (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 número de 
amostras analisadas, mostrado entre parênteses. As atividades 
da LDH e MDH sao expressas como /imol 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 jumol de fosfoenolpiruvato 
formado por hora por mg proteina a 30°C e pH 6,8. A atividade 
da glicogênio fosforilase é apresentada como mg de glicogênio 
hidrolisado por hora por mg de proteina a 37°C e pH 7,5.

icTeste t de Student para amostras dependentes: p<0,05,
comparado a atividade sem AMPc.



III.1.3. Efeito do tratamento prolongado com 2,5-hexanodiona 
sobre o peso corporal e sobre alguns parâmetros 
bioquímicos em ratos jovens 

No experimento anterior, verificou-se que o tratamento 
com a 2,5-hexanodiona induz uma redução no ganho de peso 
corporal de ratos adultos. Também constatou-se que o efeito 
sobre o peso corporal nao estava relacionado â ingestão 
alimentar nem tao pouco â atividade das enzimas estudadas. 
Neste estudo, investigou-se as enzimas LDH, MDH e glicogênio 
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 parâmetros 
analisados para ratos adultos.

A partir do 4— 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, sç. 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 análise do peso de cérebro e figado, 
glicemia e conteúdo de glicogênio hepático e muscular.

Uma alicota foi removida de cada figado e do músculo 
gastrocnêmio e armazenada a -20°C até o momento das dosagens 
do conteúdo de glicogênio (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 análise dos niveis de glicose sanguinea.

Para o estudo das enzimas LDH, MDH e glicogênio
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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, após 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 mâlica (extra- 
mitocondrial).

III.1.3.1. Ganho de peso corporal
0 efeito do tratamento prolongado com 2,5-hexanodiona 

sobre o peso corporal é apresentado na figura 4. A análise de 
variância 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(ll,814) =
4380,11, p<0,0001] e interaçao significativa entre tratamento 
X medida [F(44,814) = 34,77, p<0,0001]. A interaçao foi devido 
ao fato de que apesar de todos os 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 análise de variância de uma 
via comparando o efeito do tratamento em cada medida 
(intervalo de tratamento) revela diferença significativa entre 
os grupos a partir do 7— dia de tratamento, pelo menos para 
p<0,003.
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III. 1.3.2. Peso de figado, cérebro e razao entre o peso de 
órgao e peso corporal

0 peso de cérebro e figado e a razao orgao/corpo sao 
apresentados nas figuras 5 e 6 e tabela V, respectivamente.

A análise de variância 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 interaçao significativa entre
tratamento X crescimento [cérebro, F(16, 153) = 3,61,
p<0,0001; figado, F(16,153) = 3,99, p<0,0001]. A interaçao foi 
significativa, uma vez que apesar de todos os 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 análise de variância 
de uma via, comparando os grupos em cada intervalo de 
tratamento, demonstra que, a partir de 16 dias de tratamento, 
há diferença significativa entre os grupos tanto para o peso 
de cérebro, como para o peso de figado, pelo menos para
p<0,001.

A análise de variância de duas vias comparando a razao 
entre o peso dos órgãos 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 análise
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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 análise de variância de uma via, comparando o 
efeito do tratamento em cada intervalo de intoxicação, revela 
que há diferença significativa entre os grupos aos 25 dias de 
tratamento na relaçao figado/corpo para p<0,002.

III.1.3.3. Niveis de glicose sanguínea
A análise de variância de uma via dos niveis de glicose 

sanguínea, comparando os grupos em cada intervalo de 
tratamento, demonstra que somente aos 8 dias de tratamento 
houve diferença significativa entre os grupos [F(4,37) = 3,81, 
p<0,01]. Esta diferença 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 diminuição na glicemia seja um efeito 
passageiro, desaparecendo com o decorrer do tratamento; este 
efeito nao deve estar relacionado â deficiência no ganho de 
peso, uma vez que, com a continuidade do tratamento, aumenta a 
diferença de peso entre os grupos, mas nao se verifica o 
efeito sobre a glicemia.

III. 1.3.4. Conteúdo de glicogênio hepático e muscular
0 conteúdo de glicogênio de figado e músculo esquelético 

foram dosados aos 8, 16 e 25 dias de tratamento. A análise de 
variância de uma via revela que nao há diferença significativa
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entre os grupos em nenhum dos intervalos de tratamento 
estudados, tanto para o glicogênio muscular como para o 
hepático (tabela VII).

III.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 ê 
apresentada na figura 7. A análise de variância 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 análise de 
variância demonstra que a atividade desta enzima no cérebro 
nao foi influenciada pelo tratamento, enquanto que para a 
enzima de figado verificou-se diferença significativa entre os 
grupos [F(2,17) = 5,38, p<0,02]. Este efeito foi devido a uma 
redução de 22 % na atividade especifica da LDH de ratos 
tratados com 2,5-hexanodiona (figura 8).

Quanto â glicogênio-fosforilase (figura 9), a análise de 
variância 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 
interaçao 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), sç, diariamente. Os dados 
sao apresentados como média do peso corporal de 13-18 animais 
por grupo (erro padrao inferior a 4 % do valçr da média).
Teste de raio múltiplo 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 após a última dose. Os resultados sao 
apresentados como média de 6-12 animais por grupo, sendo o 
erro padrao menor que 5 % do valorada mêdia^
Teste de raio múltiplo 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 apôs a última injeção. Os resultados sao 
apresentados como média de 5-10 animais por grupo, sendo o 
erro padrao inferior a 10 % do valçr da mêdî ..
Teste de raio múltiplo 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.

Veiculo HD-200 HD-400 HDOH-207 HDOH-414

CEREBRO/CORPO (mg/g)
5 dias 33,2+1,7

(8)
31,3+1,7 

(7)
32,1+1,8 

(6)
30,6+2,6 

(5)
30,9+1,8

(5)
8 dias 29,6+1,6 

(7)
29,2+1,3

(6)
28,8+1,9 

(6)
26,5+2,8 

(3)
27,8+1,6

(6)
16 dias 25,8+0,5

(10)
25,3+0,4 

(5)
25,9+0,5 

(5)
27,2+0,6

(5)
26,0+0,2 

(5)
25 dias 13,9+0,4 

(12)
14,1+0,6 

(8)
16,6+0,4 

(9)
14,0+1,4

(7)
14,2+0,7 

(7)
36 dias 9,0+0,2 

. (15) ’
9,7+0,3 
(12)

10,8+0,3 
(11)

9,1+0,2 
(12)

9,3+0,1 
(11)

FIGADO/CORPO (mg/g)
5 dias 31,1+1,5

(7)
30,2+0,6

(6)
32,6+0,8 

(6)
30,1+1,0 

(3)
28,4+0,8 

(3)
8 dias 31,3+0,4

(5)
31,9+1,0 

(5)
34,5+2,8 

(4)
28,2+1,1 

(4)
29,7+2,3 

(4)
16 dias 36,0+1,2

(10)
36,5+0,8 

(5)
39,5+0,5

(5)
36,4+1,3

(5)
35,7+0,5 

(5)
25 dias 44,8+1,1 

(14)
48,9+1,5# 

(9)
48,7+1,1#

(10)
42,6+0,8 

(8)
44,0+1,3 

(8)
36 dias 45,2+1,2 

(14)
45,9+1,3

(11)
45,6+1,5

(11)
44,7+1,5

(11)
45,5+1,7

(10)
Os animais foram tratados como descrito na figura 4 e mortos
24 horas após a 5—, 8â , 16-, 25- ou 26- dose. Os resultados
sao apresentados como média ± erro padrao do número' de 
amostras, apresentado entre parênteses.
Teste de raio múltiplo 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.

GLICEMIA ( mg de glicose por 100 ml de soro )
Veiculo HD-200 HD-400 HDOH-207 HDOH-414

5 dias
114,5+4,4

(8)
119,9+3,1 

(5)
116,1+3,8 

(6)
122,5+4,9 

(5)
118,9+2,7 

(5)
8 dias
139,3+4,1 

(12)
132,2+5,1 

(10)
106,9+8,2* 

(9)
128,0+9.9

(4)
130,4+8,9 

(7)
16 dias 
141,8+3,1 

(10)
146,4+2,9 

(7)
133,3+7,8

(6)
151,0+4,5

(8)
150,3+4,1

(6)
25 dias 
133,9+4,9 

(14)
122-, 3 + 6,8 

(9)
130,3+9,3

(10)
128,2+6,2

(8)
132,6+6,2 

(8)

Os animais foram tratados como descrito na figura 4. Os 
resultados sao apresentados como média + erro padrao do número 
de amostras, dado entre parênteses.
Teste de raio múltiplo de Duncan: *p<0,01, comparado aos
demais grupos no mesmo intervalo de tratamento.
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TABELA VII. CONTEÚDO DE GLICOGÊNIO DE FIGADO E MUSCULO 
ESQUELETICO DE RATOS JOVENS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM 2,5- 
HEXANODIONA.

GLICOGÊNIO ( mg por 100 g de tecido )
Veiculo HD-200 HD-400 HDOH-207 HDOH-414

MUSCULO ESQUELETICO
8 dias

1, 45+0,33 1,76+0,53 1,62+0,35 1,34+0,30 1,62+0,44
(6) 

16 dias
(5) (5) (3) (5)

1,73+0,26 1,36+0,35 1,08+0,26 1,72+0,32 1,66+0,29
(10) (5) (5) (5) (5)

25 dias
1,46+0,06 1,33+0,07 1,31+0,09 1,53+0,04 1,47+0,04

(13) (7) (7) (6) (6)
-- FIGADO

8 dias
5,50+0,32 7,78+1,84 8,00+1,59 6,67+0,37 7,91+0,77

(6) (5) (5) (3) (4)
16 dias *

6,78+0,90 8,28+0,27 7,18+0,68 7,02+1,12 6,74+1,20
(10) (5) (5) (5) (5)

25 dias
5,80+0,14 6,02+0,33 5,54+0,50 5,40+0,12 5,30+0,12

(9) (5) (5) (4) (4)

Os ratos foram tratados como descrito na figura 4. Os 
resultados sao apresentados como média + erro padrao do número 
de amostras analisadas, dado entre parênteses.
Nao há diferença significativa entre os grupos no mesmo 
intervalo de tratamento (análise de variância 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 4— dia de 
vida com veiculo, 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD-400) ou 414
rog/kg de 1, 6-hexanodiol (HDOH-414) , sç, por 36 dias. A
atividade especifica é apresentada como a média + erro padrao 
de 6-8 animais por grupo e expressa como pmol de NADH formado 
por min por mg de proteina a 25°C e pH 10.
Nao houve diferença significativa entre os grupos (análise de 
variância de uma via).
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Fígado Cérebro

FIGURA 8. ATIVIDADE ESPECIFICA DA LACTATO DESIDROGENASE DE 
FIGADO E CEREBRO DE RATOS JOVENS: EFEITO DO TRATAMENTO CRÔNICO 
COM 2,5-HEXANODIONA. Ratos foram tratados como descrito na 
figura 7. A atividade especifica é apresentada como a média ± 
erro padrao de 6-8 animais por grupo e expressa como pmol de 
NADH formado por min por mg de prot^eina a 30°C e pH 10.
Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, comparado ao grupo
veiculo.
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FIGURA 9. ATIVIDADE EXPECIFICA DA GLICOGÊNIO-FOSFORILASE DE 
FIGADO DE RATOS JOVENS TRATADOS CRONICAMENTE COM 2,5- 
HEXANODIONA. Os animais foram tratados como descrito na figura 
7. Atividade da enzima ê 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
glicogênio 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
ausência de AMPc no mesmo tratamento.
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III.2. ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS EM RATOS PELO
TRATAMENTO COM 2,5-HEXANODIONA 

Diversos estudos têm demonstrado que a exposição 
prolongada â 2,5-hexanodiona altera a atividade motora 
espontânea 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 diminuição no desempenho em um 
"rotarod" [Ladefoged et al., 1989; Ralston et al., 1985].

Nao eneóntram-se, porém, na literatura, dados quanto ao 
efeito destes compostos sobre outros parâmetros
comportamentais. Assim, neste bloco de experimentos, 
investigou-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 crônico 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 âs 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. 0 tratamento com
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1,6-hexanodiol foi omitido deste e dos próximos experimentos 
com ratos adultos, uma vez que nao verificou-se qualquer 
efeito tóxico do composto nos parâmetros 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 
três diferentes tarefas comportamentais. As ratas foram 
expostas âs tarefas na seguinte ordem fixada: habituaçao ao
campo aberto, esquiva inibitória e esquiva ativa de duas vias. 
Os animais foram expostos â droga em um dos dois intervalos de 
tratamento: tratamento crônico breve e tratamento crônico 
prolongado. No primeiro caso, tratamento breve, os animais 
foram tratados por 25 dias, e as tarefas comportamentais 
ficaram assim distribuídas: 15 dias de tratamento - habituaçao 
ao campo aberto, 20 dias - esquiva inibitória e 25 dias - 
esquiva ativa de duas vias. No tratamento prolongado, os 
animais foram tratados por 50 dias, e as tarefas 
comportamentais foram distribuídas da seguinte forma: aos 30
dias - habituaçao ao campo aberto, 40 dias - esquiva 
inibitória e 50 dias - esquiva ativa de duas vias. As ratas 
foram submetidas somente uma vez (2 sessees) a cada tarefa 
comportamental, isto é, os animais submetidos âs tarefas 
comportamentais no tratamento breve nao foram os mesmos
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submetidos âs tarefas comportamentais no tratamento 
prolongado.

III.2.l.l.l. Habituaçao ao campo aberto
A análise de variância de duas vias considerando as 

sessses como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees) 
revelou efeito significativo da 2,5-hexanodiona (200 mg/kg) 
sobre o número de respostas de orientaçao dos ratos tratados 
por 15 dias [F(l,29) = 17,49, p<0,001] e por 30 dias [F(l,23) 
= 8,03, p<0,01]. A análise de variância 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(l,23) = 40,91,
p<0,001]. Teste F para efeito simples demonstrou que os ratos 
de todos os grupos apresentaram uma diminuição significativa 
no número de respostas de orientaçao na sessão de teste quando 
comparada â sessão de treino (tabela VII).

A análise de variância para as respostas de cruzamento 
apresentou um resultado similar àquele encontrado para as 
respostas de orientaçao. A droga causou uma redução 
significativa no número de cruzamentos feitos pelos ratos 
tratados por 15 dias [F(l,29) = 25,70, p<0,001] e por 30 dias 
[F(l,23) = 35,15, p<0,001]. A análise de variância 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(l,23) =
29,16, p<0,001] (tabela VIII).

Estes resultados demonstram que apesar do tratamento 
crônico com 2,5-hexanodiona prejudicar sensivelmente a 
atividade locomotora (diminuição do número total de
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cruzamentos e respostas de orientaçao) nao interferiu com a 
habituaçao â tarefa, pois a diferença do número de respostas 
de orientaçao entre as sessees de treino e teste apresentada 
pelos animais tratados com 2,5-hexanodiona (por 15 ou por 30 
dias) é semelhante â apresentada pelos animais controle (nao 
houve interaçao significativa entre tratamento X sessão).

111.2.1.1.2. Latência de descida da plataforma em uma tarefa
de esquiva inibitória 

Os resultados do desempenho de ratas em uma tarefa de 
esquiva inibitória sao apresentados na tabela IX. A análise de 
variância de duas vias considerando as sessees como medida 
repetida (2 tratamentos X 2 sessees) revela diferença 
significativa entre as sessees tanto para o tratamento por 20 
dias [F(l,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 interaçao significativa entre 
tratamento X sessão para os dois intervalos de intoxicação. O 
teste F para efeito simples mostra que, em todos os grupos, a 
latência de descida da plataforma foi significativamente maior 
na sessão 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 inibitória em nenhum dos intervalos 
de exposição à droga, isto è, os animais tratados com a droga 
nao apresentam deficiência na retenção da tarefa.

111.2.1.1.3. Esquiva ativa de duas vias
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A análise de variância das respostas de esquiva 
considerando as sessees como medida repetida (tabela X) 
comparando 2 tratamentos X 2 sessees demonstra que o 
tratamento com 2, 5-hexanodiona provoca uma diminuição no 
número de respostas de esquiva, tanto dos animais tratados por 
25 (F(l,27) = 30,65, p<0,001] como dos animais tratados por 50 
dias [F(1,35) = 22,31, p<0,001]. A análise de variância também 
revelou diferença significativa entre as sessees [25 dias, 
F (1,27) = 4,66, p<0,05; 50 dias, F(l,35) = 6,90, p<0,02]. A
interaçao entre tratamento X sessão foi significativa para os 
ratos tratados por 25 dias [F(l,27) = 5,39, p<0,03] mas nao
para os ratos tratados por 50 dias. A interaçao significativa 
entre tratamento X sessão 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 número 
de respostas de esquiva na sessão de teste quando comparado 
com a sessão de treino (teste F para efeito simples).

Quanto ao número de respostas interprovas (tabela X) , a 
análise de variância considerando as sessees como medida 
repetida revelou efeito significativo do tratamento [F(l,27) = 
10,35, p<0,001, para o tratamento por 25 dias; F(l,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 número de cruzamentos interprovas que os animais 
tratados com veiculo. A diferença entre as sessees e a 
interaçao entre tratamento X sessão 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 SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE N

RESPOSTAS DE ORIENTAÇAO
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**# 16

30 dias de tratamento
Veiculo 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## 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, sç, diariamente. O número de respostas de 
orientaçao e de cruzamentos registrados nas sessees de treino 
e teste, num periodo de 5 min, sao apresentados como média ± 
erro padrao. N = número de animais por grupo.

tAt "tc icTeste t de Student: p<0,02, p<0,002, quando comparado
ao grupo veiculo na mesma sessão.
Teste 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 INIBITÓRIA.

LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s)
TRATAMENTO SESSÃO DE TREINO SESSÃO 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 latência de descida da plataforma em segundos. N = 
número de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: p<0,001, p<0,0005, comparado
com a sessão de treino.



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 SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE N

RESPOSTAS DE ESQUIVA
25 dias de tratamento

Veiculo 9,3 +, 0,9 «n*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, sç, diariamente. Os resultados sao apresentados 
como média + erro padrao do número de respostas de esquiva e 
do número de respostas de cruzamento interprovas. N = número 
de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: p<0,05 quando comparado a
sessão de treino.
Teste t de Student: # p<0,01, ## p<0,001, comparado ao grupo 
veiculo na mesma sessão.
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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 inibitória) , principalmente 
sobre a atividade motora, investigou-se o efeito do tratamento 
crônico 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 
distribuídas as tarefas comportamentais durante o tratamento: 
30 dias - habituaçao ao campo aberto, 40 dias - tarefa de 
esquiva inibitória e 50 dias - tarefa de esquiva ativa de duas 
vias.

111.2.1.2.1. Habituaçao ao Campo Aberto
A análise de variância de duas vias considerando as 

sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees) 
demonstra que houve efeito significativo da sessão quanto ao 
número de respostas de orientaçao [F(l,35) = 7,63, p<0,009],
mas nao quanto ás respostas de cruzamentos. O tratamento com 
20 mg/kg de 2,5-hexanodiona nao afetou nem o número de 
respostas de orientaçao nem o número de cruzamentos. Também 
nao houve interaçao significativa entre tratamento X sessão em 
nenhum dos parâmetros medidos (tabela XI).

111.2.1.2.2. Latência de descida da plataforma em uma tarefa
de esquiva inibitória

III.2.1.2. Tratamento com 20 mg/kg de 2,5-hexanodiona: dose
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A análise de variância de duas vias considerando as 
sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees) 
revela diferença significativa entre as sessees de treino e 
teste [F(l,32) = 87,42, p<0,0001]. Porém, nao houve diferença 
significativa entre os tratamentos nem interaçao significativa 
entre tratamento X sessão (tabela XII).

111.2.1.2.3. Esquiva ativa de duas vias
A análise de variância de duas vias considerando as 

sessees como medida repetida (2 tratamentos X 2 sessees) 
demonstra que somente houve diferença significativa entre as 
sessees de treino e teste para as respostas de esquiva 
[F(l,31) = 11,82, p<0,002]. 0 tratamento com 20 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona nao alterou nem o número de respostas de esquiva 
nem o número de cruzamentos interprovas. A interaçao entre 
tratamento X sessão também nao foi significativa quanto ás 
respostas de esquiva, porém foi significativa quanto aos 
cruzamentos interprovas [F(l,31) = 4.54, p<0.04]. Este efeito
foi devido a um aumento do número de cruzamentos interprovas 
apresentado pelos animais tratados com 2,5-hexanodiona, mas 
nao pelos tratados com veiculo, na sessão de teste (tabela 
XIII).

111.2.1.2.4. Peso corporal
0 tratamento com 20 mg/kg nao prejudicou o ganho de peso)

corporal (dados nao mostrados). Enquanto que, os animais 
tratados com a dose maior da 2,5-hexanodiona apresentaram uma 
redução de aproximadamente 10 % e 15 % de peso aos 25 e 50
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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. HABITUAÇAO A UM CAMPO ABERTO DE RATAS TRATADAS, POR 
30 DIAS, COM 20 mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

TRATAMENTO SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE N

RESPOSTAS DE ORIENTAÇAO

Veiculo 45,1 ± 2,2 40,1 ± 1,7 19
2,5-hexanodiona 45,0 ± 2,1 'ic39,2 ± 2,2 18

RESPOSTAS DE CRUZAMENTOS

Veiculo 87,3 ± 5,7 88,3 ± 7,3 19
2,5-hexanodiona 89,6 ± 4,3 93,0 ± 4,6 18

As ratas receberam veiculo ou 2,5 hexanodiona, SC.
diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro 
padrao do número de respostas de orientaçao e de cruzamentos 
registrados em 5 min de sessão. N = número de animais por 
grupo.
Teste F para efeito simples: * p<0,05 comparado â sessão de
treino.
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TABELA XII. LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA EM DMA TAREFA DE 
ESQUIVA INIBITÓRIA DE RATAS TRATADAS, POR 40 DIAS, COM 20 
mg/kg DE 2,5-HEXANODIONA.

TRATAMENTO
LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s)
SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE N

Veiculo 16,4 ± 2,6 ic252,7 ± 28,7 18
2,5-hexanodiona 13,3 ± 1,7 ★202,6 ± 37,9 16

As ratas receberam veiculo ou 2,5-hexanodiona, sc. 
diariamente. Os resultados sao apresentados como média + erro 
padrao da latência de descida da plataforma em segundos. N = 
número de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: * p<0,005, quando comparado â
sessão 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 SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE N

RESPOSTAS DE ESQUIVA

Veiculo
2,5-hexanodiona

8,9
9,3

± 1,1 
± 1,3 
CRUZAMENTOS

★12,5 ± 1,7
k13,4 + 1,3 

INTERPROVAS

17
16

Veiculo
2,5-hexanodiona.

6,3
5,7

± 0,8 
± 1,3

5,2 ± 1,3 
8,9 ± 1,4*

17
16

As ratas receberam veiculo ou 2,5-hexanodiona, sc. 
diariamente. Os resultados sao apresentados como média ± erro 
padrao do número de respostas de esquiva e de cruzamentos 
interprovas. N = número de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: * p <0,01, quando comparado à
sessão de treino.
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III.2.2. Efeito do tratamento crônico com 2,5-hexanodiona 
sobre o desempenho de ratos jovens em três tarefas 
comportamentais 

Nos experimentos anteriores, verificou-se que ratos 
adultos intoxicados por um periodo prolongado com 2,5- 
hexanodiona apresentaram uma sêrie de alteraçees 
comportamentais, associadas principalmente a uma deficiência 
motora. No presente experimento, estudou-se se ratos jovens 
submetidos ao tratamento com a droga sao igualmente sensíveis 
a estas alteraçees comportamentais.

Ratos machos e fêmeas mantidos com a mae foram tratados 
do 4— ao 36— dia de vida com veiculo, 400 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona ou 414 mg/kg de 1,6-hexanodiol, subcutaneamertte. 
Neste experimento, ainda utilizou-se um grupo de animais 
tratados com 1,6-hexanodiol, porque parte destes animais sao 
aqueles utilizados para os ensaios enzimáticos das enzimas 
glicoliticas (III.1.3.).

Cada ninhada continha ratos submetidos a todos os 
tratamentos estudados, e cada grupo experimental era formado 
por no máximo dois ratos de cada ninhada. Os animais foram 
pesados diariamente para o ajuste da dose. Do 4— ao 11— dia de 
vida, que corresponde do 1— ao 8— dia de tratamento, os 
animais foram submetidos a medida do comportamento reflexo de 
geotactismo negativo. Aos 25 dias de tratamento (29 dias de 
idade) , foram observados em um labirinto em T e, aos 35-36 
dias de tratamento (39-40 dias de vida) , em uma tarefa de 
esquiva inibitória. Com exceção do primeiro dia de tratamento, 
em que os animais foram submetidos à tarefa de geotactismo
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negativo antes de serem tratados, as tarefas comportamentais 
foram realizadas entre 13:00 e 16:00 horas e aproximadamente 
de 3 a 4 horas após o tratamento. As tarefas comportamentais 
foram realizadas como descrito em material e métodos.

III.2.2.1.. Latência do reflexo de geotactismo negativo
A análise de variância de duas vias considerando as 

provas como medida repetida (3 tratamentos X 8 provas) revela 
efeito significativo das provas [F(7,336) = 57,54, p<0,0001],
nao havendo diferença significativa entre os tratamentos, nem 
interaçao significativa entre tratamento X prova (figura 10) . 
Estes resultados demonstram que o tratamento com 2,5- 
hexanodiona nao alterou o desenvolvimento do comportamento de 
geotactismo negativo que apresentam os animais nesta fase de 
crescimento.

III. 2.2.2. Comportamento de alternar espontâneo em um 
labirinto em T

Os resultados do efeito do tratamento com 2,5-hexanodiona 
sobre a tarefa de alternar espontâneo é apresentada na tabela 
XIV.

A análise de variância de uma via revela efeito 
significativo do tratamento na latência para alternar o braço 
do labirinto [F(2,43) = 3,64, p<0,03] e na prova alternada
[F(2,43) = 3,61, p<0,04] . Estes resultados demonstram que o
tratamento com 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona prejudicou o 
desempenho de ratos jovens no labirinto em T, aumentando
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significativamente tanto a latência para alternar, como a 
prova em que o animal alternou o braço do labirinto.

III.2.2.3. Latência de descida da plataforma em uma tarefa de 
esquiva inibitória 

A análise de variância de duas vias considerando as 
sessees como medida repetida (3 tratamentos X 2 sessees) 
revela que nao houve efeito significativo do tratamento, mas 
sim efeito significativo da sessão [F(l,49) = 22,35, p<0,0001] 
e interaçao significativa entre tratamento X sessão [F(2,49) = 
3,52, p<0,037]. Como pode-se observar na tabela XV, apesar de 
nao ter havido efeito significativo do tratamento, a interaçao 
foi significativa devido ao fato de que os animais tratados 
com 2,5-hexanodiona apresentaram uma maior latência de descida 
da plataforma na sessão de treino (resultado obtido pela 
análise de variância de uma via, comparando os tratamentos só 
na sessão de treino [F(2,49) = 5,93, p<0,005]) e uma menor
latência na sessão de teste que os demais grupos (esta 
diferença nao foi significativa) o que leva a uma ' menor 
diferença teste-treino da latência de descida da plataforma em 
relaçao aos demais grupos.
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dias de tratamento
FIGURA 10. LATÊNCIA DE GEOTACTISMO NEGATIVO DE RATOS JOVENS 
TRATADOS COM 2,5-HEXANODIONA. Ratos foram tratados a partir do 
4— dia de vida, sç. O teste comportamental foi iniciado no 1— 
dia de tratamento e foi realizado por 8 dias consecutivos. Os 
resultados sao apresentados como média da latência de 
geotactismo (segundos) apresentada por 18, 20 e 13 ratos por
grupo de tratamento, veiculo, 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona 
(HD-400) e 414 mg/kg de 1,6-hexanodiol (HDOH-414), 
respectivamente. O erro padrao variou de 1 a 15 % do valor da 
média.
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TABELA XIV. EFEITO DO TRATAMENTO COM 2,5-HEXANODIONA, POR 25 
DIAS, SOBRE O COMPORTAMENTO DE ALTERNAR ESPONTÂNEO DE RATOS 
JOVENS EM UM LABIRINTO EM T.

TRATAMENTO COMPORTAMENTO DE ALTERNAR ESPONTÂNEO N
LATÊNCIA (s) PROVA ALTERNADA

Veiculo 46,3 ± 7,8 2,35 ± 0,17 20
HD-400 110,7 ± 22, 9# ic2,94 + 0,26 17
HDOH-414 89,5 ± 30,3 2,11 + 0,11 9

Os ratos foram tratados a partir do 4— dia de vida, sç, com 
veiculo, 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD-400) ou 414 mg/kg de
1,6-hexanodiol (HDOH-414) e submetidos ao labirinto em T aos 
25 dias de tratamento (29 dias de idade) . Os resultados sao 
apresentados como média + erro padrao da latência (segundos) 
para alternar o braço do labirinto e da prova alternada. N = 
número de animais por grupo.
Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,005,  ̂ quando comparado 
ao grupo veiculo, * quando comparado aos demais grupos.
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TABELA XV. EFEITO DO TRATAMENTO COM 2,5 -HEXANODIONA, POR 35 
DIAS, SOBRE A LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA DE RATOS 
JOVENS EM DMA TAREFA DE ESQUIVA INIBITÓRIA.

LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s)
TRATAMENTO ----------------------------------------------- N

SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE TESTE-TREINO

• irVeiculo 11,7 ± 3,8 81,1 ± 21,6 69,4 ± 19,1 18
HD-400 37,6 ± 10,9# 47,8 ± 16,9 10,2 + 19,7# 16

★HDOH-414 8,9 ± 2,1 86,5 ± 18,2 77,6 ± 18,7 18

Os ratos foram tratados a partir do 4— dia de vida como
descrito na tabela XIV. Os dados sao apresentados como média + 
erro padrao da latência (segundos) de descida da plataforma 
nas sessees de treino e teste e da diferença da latência teste 
menos treino. N = número de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: * p<0,01, comparado â sessão de
treino.
Teste de raio múltiplo de Duncan:  ̂p<0,05 comparado aos
demais grupos.
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III.2.3. Efeito do tratamento agudo com 2,5-hexanodiona sobre 
o comportamento de ratos adultos 

Neste experimento, investigou-se o efeito da 
administraçao aguda de 2,5-hexanodiona sobre o desempenho de 
ratos adultos em duas tarefas comportamentais.

Ratos machos adultos, pesando de 190 a 250 g e com 70 a 
90 dias de idade, foram tratados com veiculo ou 200, 400 ou
800 mg/kg de 2,5-hexanodiona, por via intraperitoneal (ip) . Na 
tarefa de habituaçao ao campo aberto, os animais receberam o 
tratamento 30 min antes da sessão de treino (sessão 1) . Na 
tarefa de esquiva inibitória, os animais foram tratados 30 ou 
90 min antes da sessão de treino, utilizando-se uma 
intensidade de choque de 0,3 mA. Os animais foram treinados e 
testados entre 15:00 e 18:00 hs. As tarefas comportamentais 
foram realizadas como descrito em material e métodos.

II1.2.3.1. Habituaçao ao campo aberto
Os resultados do número de respostas de orientaçao e 

número de cruzamentos registrados durante 5 min de duraçao da 
sessão sao mostrados na tabela XVI. A análise de variância de 
duas vias considerando as sessões como medida repetida (4 
tratamentos X 2 sessees) do número de respostas de orientaçao 
revela efeito significativo do tratamento [F(3,41) = 5,84,
p<0,002], diferença significativa entre treino e teste 
[F(1,41) = 22,46, p<0,0001] e interaçao significativa entre
tratamento x sessão [F(3,41) = 3,79, p<0,017]. A análise de
variância de uma via mostra diferença significativa entre os
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grupos na sessão de treino [F(3,41) = 9,87, p<0,0001], o que
levou a interaçao entre tratamento X sessão, pois na sessão de 
teste, eles nao diferem significativamente.

A análise de variância de duas vias (4 tratamentos X 2 
sessees) do número de respostas de cruzamento mostra diferença 
significativa entre as sessees [F(l,41) = 44,08, p<0,0001].
Porém, nao houve efeito significativo dos tratamentos nem 
interaçao entre tratamento X sessão.

Como o tratamento com 2,5-hexanodiona induz uma 
diminuição do número de respostas de orientaçao sem afetar o 
número de cruzamentos, estes resultados sugerem que o efeito 
sobre as respostas de orientaçao nao esteja relacionado a uma 
deficiência motora. Verifica-se ainda que, diferentemente do 
grupo controle, os ratos intoxicados, independentemente da 
dose que receberam, nao apresentaram redução do número de 
respostas de orientaçao no teste. Isto demonstra que o 
tratamento com a 2,5-hexanodiona prejudica a habituaçao de 
ratos em um campo aberto.

III.2.3.2. Latência de descida da plataforma em uma tarefa de 
esquiva inibitória

Os resultados do efeito do tratamento com 2,5- 
hexanodiona, administrada 30 min antes da sessão de treino, 
sao apresentados na tabela XVII. A análise de variância de 
duas vias considerando as sessees como medida repetida (4 
tratamentos X 2 sessees) revela diferença significativa entre 
as sessees de treino e teste [F(l,75) = 55,82, p<0,0001], nao 
havendo efeito significativo do tratamento, nem interaçao
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entre tratamento X sessão.
Apesar de haver diferença significativa entre treino e 

teste para todos os grupos, houve uma tendência de diminuição 
da latência de descida da plataforma na sessão de teste (mas 
nao na de treino) dos animais tratados com 400 ou 800 mg/kg de
2,5-hexanodiona quando comparado ao grupo controle [F(3,75) =
2,68, p = 0,053].

Na tabela XVIII, estao apresentados os resultados 
referentes ao tratamento com 2,5-hexanodiona realizado 90 min 
antes da sessão de treino. Aumentou-se o intervalo entre o 
tratamento porque quando administrada 30 min antes do treino, 
a 2,5-hexánodiona apresentou uma tendência de alterar a 
retenção da tarefa de esquiva initória (os animais tratados 
com 400 e 800 mg/kg apresentaram menor latência de descida da 
plataforma que o grupo controle, sendo esta diferença nao 
significativa), o que poderia ser uma conseqüência do nivel de 
droga circulante atingido neste intervalo de tratamento ser 
insuficiente para que a diferença entre os grupos fosse 
significativa.

A análise de variância de duas vias considerando as 
sessees como medida repetida (4 tratamentos X 2 sessees) 
revela efeito' significativo do tratamento [F(3,82) = 4,58,
p<0,005j, efeito da sessão [F(l,82) = 48,77, p<0,0001] e
interaçao entre tratamento X sessão [F(3,82) = 4,72, p<0,004]. 
A interaçao entre tratamento X sessão foi significativa 
porque, apesar de todos os grupos apresentarem melhor 
desempenho na sessão de teste do que na sessão de treino, a
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diferença teste - treino dos animais tratados com 2,5- 
hexanodiona (400 e 800 mg/kg) foi significativamente menor do 
que a dos animais controle. Ainda, a análise de variância de 
uma via comparando os grupos na sessão de teste revela efeito 
significativo do tratamento [F(3,82) = 4,67, p<0,005].

Estes resultados demonstram que o tratamento com 2,5- 
hexanodiona prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de 
esquiva inibitória quando a droga ê injetada 90 min antes da 
sessão de treino, o que sugere que este composto prejudica a 
retenção desta tarefa. Pode-se ainda descartar que tal efeito 
esteja relacionado a uma deficiência locomotora, uma vez que a 
droga nao interferiu na latência de descida da plataforma na 
sessão de treino.
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TABELA XVI. EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM 2,5-HEXANODIONA 
SOBRE O DESEMPENHO DE RATOS ADULTOS EM UM CAMPO ABERTO.

TRATAMENTO N SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE

Respostas de Orientaçao
Veiculo 12 26,17 ± 2,05 13, 25 ± 3, 15 +
HD-200 11 26,00 + 2,70 20, 45 ± 3, 15
HD-400 11 17,55 ± 2,11* 11, 45 ± 2, 69
HD-800 11 11,91 ± 1,93 11, 36 ± 1, 79

Respostas de Cruzamento
Veiculo 12 . 65,83 ± 5,08 41, 92 ± 8,54++
HD-200 11 70,82 ± 6,15 53, 27 ± 7, 26 +
HD-400 11 62,71 ± 8,01 38, 82 ± 9, 07 +
HD-800 11 57,36 ± 7,40 21, 27 ± 3, 69 +

Os ratos foram tratados com veiculo, 200, 400 ou 800 mg/kg de
2,5-hexanodiona (HD-200, HD-400, HD-800) , ip, 30 min antes da 
sessão de treino. O intervalo entre as sessees de treino e 
teste foi de 24 horas. Os dados sao apresentados como média + 
erro padrao. N = número de animais por grupo.
Teste de raio múltiplo de Duncan: * p<0,05, ** p<0,01,
comparado aos demais grupos na mesma sessão.
Teste F para efeito simples: + p<0,05, ++ p<0,01, comparado â 
sessão de treino.

85



TABELA XVII. EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM 2,5-HEXANODIONA, 
ADMINISTRADA 30 MIN ANTES DA SESSÃO DE TREINO, SOBRE O 
DESEMPENHO DE RATOS ADULTOS EM UMA TAREFA DE ESQUIVA 
INIBITÓRIA.

LATÊNCIA DE DESCIDA DA PLATAFORMA (s) 
TRATAMENTO N SESSÃO DE TREINO SESSÃO DE TESTE

Veiculo 23 9, 61 ± 2, 08 167,93 k *30, 22
HD-200 19 5,31 ± 0, 82 134,41 +, +30,32
HD-400 18 6,43 ± 1,20 70, 00 + 26,79*
HD-800 19 5,42 ± 0, 66 80,17 ± * *26,75

Os ratos foram tratados com veiculo, 200, 400 ou 800 mg/kg de
2,5-hexanodiona (HD-200, HD-400, HD-800) , 30 min antes da
sessão de treino, ip. O intervalo entre as sessees de treino e 
teste foi de 24 horas. Os resultados sao apresentados como 
média + erro padrao. N = número de animais por grupo.

"k k  kTeste F para efeito simples: p<0,05, p<0,01 em relaçao â
sessão de treino.
Nao há diferença significativa entre os grupos na sessão de 
treino e na sessão de teste (análise de variância de uma via).
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TABELA XVIII. EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM 2,5-HEXANODIONA, 
ADMINISTRADA 90 MIN ANTES DA SESSÃO DE TREINO, SOBRE O 
DESEMPENHO DE RATOS ADULTOS EM UMA TAREFA DE ESQUIVA 
INIBITÓRIA.

TRATAMENTO N
LATÊNCIA DE DESCIDA 
SESSÃO DE TREINO

DA PLATAFORMA (s) 
SESSÃO DE TESTE

Veiculo 21' 6,42 ± 1,10 146,11 ± 29,22
HD-200 21 6,83 ± 1,30 104,79 ± 27,50
HD-400 22 5,05 ± 1,31 52,84 + 18,27*#
HD-800 22 7,65 ± 2,18 38,95 ± 13,22*#

Os ratos foram tratados com veiculo, 200, 400 ou 800 mg/kg de
2,5-hexanodiona (HD-200, HD-400, HD-800), 90 min antes da
sessão de treino, ip. O intervalo entre as sessees de treino e 
teste foi de 24 horas. Os resultados sao apresentados como 
média + erro padrao. N = número de animais por grupo.
Teste F para efeito simples: * p<0,05, ** p<0,01 em relaçao â 
sessão de treino.
Teste de raio múltiplo de Duncan: # p<0,05, comparado ao grupo 
controle na mesma sessão.
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III. 3. NOCICEPÇAO E 2,5-HEXANODIONA: INTERAÇAO COM O SISTEMA 
COLINERGICO.

Alteraçees comportamentais envolvendo o enfraquecimento 
locomotor têm sido verificadas quando animais sao tratados 
cronicamente com compostos hexacarbonados como a 2,5- 
hexanodiona [Anthony et al., 1983a; Braendgaard & Sidenius,
1986; De Caprio & O'Neill, 1985; Ladefoged et al., 1989;
Misumi et al., 1985; resultados do experimento descrito no
item III.2.1.]. Porém, o efeito da administraçao aguda de 2,5- 
hexanodiona parece nao envolver efeitos locomotores 
(III.2 .3 .) .

Dafforn e colaboradores (1979) verificaram que a 
atividade da acetilcolinesterase de Electrophorus electricus 
era inibida "in vitro" por 2,5-hexanodiona. Desde que 
agonistas colinêrgicos e inibidores da acetilcolinesterase 
induzem antinociceppao [Gillberg et al. , 1989; Sitaram &
Gillin, 1977], investigou-se, neste estudo, os efeitos da 2,5- 
hexanodiona sobre a resposta nociceptiva de ratos.

III.3.1. Efeito da administraçao aguda de 2,5-hexanodiona 
sobre a nocicepçao de ratos em um teste de "tail- 
flick"

Ratas Wistar adultas, pesando 160 - 190 g, com 70-90 dias 
de idade, foram submetidas a medidas da latência de retirada 
da cauda em um aparelho de " tail-flick", como descrito em 
material e métodos. No primeiro dia, os animais foram pesados, 
manuseados, familiarizados com o aparelho e submetidos a uma 
medida basal de latência de "tail-flick" (latência de deflexão
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da cauda) . No dia 2, após nova medida de base (basal) , os 
animais foram tratados, intraperitonealmente, com veiculo, 
200, 400 ou 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona. Todas as soluçees
foram injetadas em um volume de 1 ml por kg de peso corporal. 
A medida de nocicepçao foi realizada aos 10, 30, 60 e 90 min
apôs a administraçao das soluçees.

A análise de variância de duas vias considerando as 
latências de "tail-flick" em cada intervalo de tratamento como 
medida repetida (4 doses: 0, 200, 400 ou 800 mg/kg X 5
medidas: basal, 10, 30, 60 e 90 min) revela efeito
significativo das doses [F(3,60) = 7,95, p<0,001], das medidas 
[F(4,240) = 6,20, p<0,001] e interaçao significativa entre
doses X medidas [F(12,240) = 4,12, p<0,001]. O efeito das
doses (tratamento) foi devido ao fato de que os animais 
tratados com 400 e 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona apresentaram 
uma maior latência de "tail-flick" do que os demais grupos 
(ver tabela XIX, onde sao apresentados as somas das latências 
das 5 medidas) . A análise de variância de uma via comparando 
os grupos em cada medida revela efeito significativo do 
tratamento aos 10 min [F (3,60) = 9,21, p<0,0001], 30 min
[F(3,60) = 10,70, p<0,0001] e 60 min [F(3,60) = 3,30, p<0,03]
após a administraçao da droga.

Na figura 11, verifica-se, que aos 10 min do tratamento, 
somente a dose maior aumentou significativamente a latência de 
"tail-flick" . Aos 30 min, tanto 400 como 800 mg/kg foram 
efetivos, e, aos 60 min, todos os grupos tratados com 2,5- 
hexanodiona apresentaram maior latência de "tail-flick" do que
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os animais controle. Aos 90 min, todos os ratos tratados com
2,5-hexanodiona também mostraram maior latência de "tail- 
flick" do que os ratos tratados com veiculo, entretanto, as 
diferenças entre os grupos nao foram significativas, embora 
uma tendência tenha sido observada (p<0.1 para todas as 
comparaçees). Estes resultados revelam um efeito dependente de 
dose e de tempo da 2,5-hexanodiona, que deve estar relacionado 
com a quantidade de droga e com o tempo necessário para que a 
mesma seja absorvida e atinja niveis circulantes efetivos na 
indução da analgesia.
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TABELA XIX. EFEITO DA ADMINISTRAÇAO AGUDA DE 2,5-HEXANODIONA A 
RATAS ADULTAS SOBRE A SOMA DAS LATÊNCIAS DE RETIRADA DA CAUDA 
EM UM APARELHO DE "TAIL-FLICK".

Dose de 
2,5-hexanodiona

Soma das latências 
de "tail-flick" (s)

N

Veiculo 15,67 ± 1,09 17
200 mg/kg , 20,40 ± 1,92* 15
400 mg/kg "k ★26,32 ± 2,55 16
800 mg/kg ★ ★27,90 ± 2,28 16

As ratas foram tratadas com veiculo, 200, 400 ou 800 mg/kg de
2,5-hexanodiona (HD-200, HD-400 OU HD-800) , ip, apôs a medida
de base (basal) . Os dados sao apresentados como média + erro
padrao da soma das latências de "tail-flick" de 5 medidas
(basal, 10, 30, 60 e 90 min). N = número de animais por grupo.

★ ★ ★Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, p<0,01, comparado
ao grupo controle.
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Basal 10 30 60 90

tempo após o tratamento (min)
FIGURA 11. EFEITO DA ADMINISTRAÇAO AGUDA DE 2,5-HEXANODIONA A 
RATAS ADULTAS SOBRE AS LATÊNCIAS DE RETIRADA DA CAUDA EM UM 
APARELHO DE "TAIL-FLICK" (TFL). Os animais foram submetidos a 
medidas de TFL de base (basal) e aos 10, 30, 60 e 90 min apôs 
o tratamento com uma das soluçees. Os dados sao apresentados 
como média + erro padrao de 15-17 animais por grupo (ver 
tabela XIX).
Teste de raio múltiplo de Duncan: * p<0,05 em relaçao ao grupo 
veiculo. Teste F para efeito simples revela que todos os 
animais tratados com 2,5-hexanodiona apresentam aumento da TFL 
em funçao do tempo (p<0,005) .
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III.3.2. Latência de "tail-flick" de ratas tratadas 
cronicamente com 2,5-hexanodiona

Para investigar se a deficiência na atividade motora, 
verificada anteriormente nos animais submetidos ao tratamento 
prolongado, mas nao agudo, com 2,5-hexanodiona, seria 
acompanhada de um alteraçao na resposta de retirada da cauda 
em um aparelho de "tail-flick", neste experimento, ratas 
adultas (60 a 65 dias, pesando de 140 a 170 g) foram tratadas 
por 42 dias com veiculo ou 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona, sç, e 
submetidas á medida da latência de "tail-flick" 3-6 horas após 
a administraçao da última dose do hexacarbono.

No dia 1, os animais foram manuseados, familiarizados ao 
aparelho e foi registrada a latência de base. No dia 2, foi 
realizada uma medida de latência de "tail-flick" em cada 
animal.

Os resultados demonstram que, apesar de neste intervalo 
de tratamento os animais tratados com 200 mg/kg apresentarem 
uma deficiência locomotora muito severa, a resposta de 
deflexão da cauda estimulada pelo calor (latência de "tail- 
flick") foi similar â apresentada pelo grupo tratado com 
veiculo. A comparaçao entre os dois tratamentos pelo teste t 
de Student revela diferença nao significativa entre eles 
(tabela XX).
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TABELA XX. LATÊNCIA DE RETIRADA DA CAUDA EM UM APARELHO DE 
"TAIL-FLICK" DE RATAS TRATADAS CRONICAMENTE COM 2,5- 
HEXANODIONA.

LATÊNCIA DE "TAIL-FLICK" (s) N

Veiculo 3,12 + 0, 14 13
2,5-hexanodiona 4,63 + 0, 75 12

Os animais foram tratados por 42 dias com veiculo ou 200 mg/kg 
de 2,5-hexanodiona, sç. Os resultados sao apresentados como 
média ± erro padrao das latências apresentadas em segundos. N 
= número de animais por grupo.
Nao há diferença significativa entre os grupos (teste t de 
Student).
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III.3.3. Efeito da atropina sobre a antinocicepçao induzida em 
ratas por 2,5-hexanodiona

No experimento descrito no item III.3.1., verificou-se 
que a administraçao aguda de 2,5-hexanodiona induziu 
antinocicepçao de maneira dependente de dose e de tempo 
(figura 11). Desde que agonistas colinérgicos sao drogas 
antinociceptivas [Gillberg et al., 1989; Sitaram & Gillin,
1977], o presente estudo investigou se o tratamento 
concomitante com atropina, um antagonista colinêrgico 
muscarinico [Brown, 1988], bloquearia a açao antinociceptiva 
da 2,5-hexanodiona.

Ratas adultas, pesando de 170-200 g e com 75 a 95 dias de 
idade, foram' expostas ao aparelho de "tail-flick" usando o 
mesmo procedimento descrito no item III.3.1. Apôs a medida da 
latência basal (dia 2), os animais receberam salina (NaCl 0,9 
g%), 5 mg/kg ou 25 mg/kg de atropina. Após 10 min de um destes 
tratamentos (tratamento 1) , os animais foram injetados com 
veiculo ou 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona (tratamento 2). Todas 
as soluçees foram injetadas intraperitonealmente em um volume 
de 1 ml por kg de peso corporal. Dez, 30, 60 e 90 min após o
segundo tratamento, as latências de "tail-flick" foram 
medidas.

A análise de variância de três vias comparando o 
tratamento 1 (salina, 5 ou 25 mg/kg de atropina) X tratamento 
2 (veiculo ou 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona) X 5 medidas 
(basal, 10, 30, 60 e 90 min) e considerando as latências de
"tail-flick" como medida repetida revela efeito significativo
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do tratamento 2 [F(l,86) = 38,71, p<0,001]. Nao houve efeito
significativo do tratamento 1, de modo que atropina, em 
nenhuma das doses, alterou a latência de "tail-flick". Também 
nao houve efeito das medidas. A análise de variância também
demonstra interaçao significativa entre tratamento 2 x medida
[F(4,344) = 8,84, p<0,001], e interaçao significativa entre
tratamento 1 X tratamento 2 X medida [F(8,344) = 3,15,
p<0,002]. 0 efeito do tratamento 2 deveu-se ao fato de que os 
animais tratados com 2,5-hexanodiona apresentaram uma maior 
latência de "tail-flick" do que os tratados com veiculo, 
independente de terem recebido previamente salina ou atropina. 
0 aumento da latência de "tail-flick" induzido pela 2,5- 
hexanodiona também foi a causa da interaçao significativa, 
entre tratamento 2 x medida, pois nao houve efeito da medida. 
A interaçao entre tratamento 1 X tratamento 2 X medida é 
conseqüência do efeito antinociceptivo da 2,5-hexanodiona, 
que apresentou-se diminuido pelo tratamento prévio com 
atropina.

A análise de variância de uma via comparando os grupos em 
cada medida revela diferença significativa entre os grupos 
pelo menos para p<0,0001 em todas as medidas (menos basal).

Desde que a atropina, tanto na dose de 5 como de 25 mg/kg 
(que nao teve efeito por si sò) , reverteu parcialmente o 
efeito antinociceptivo da 2,5-hexanodiona, estes resultados 
sugerem uma participaçao colinérgica da 2,5-hexanodiona em sua 
açao antinociceptiva.
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FIGURA 12 . EFEITO DO TRATAMENTO COM ATROPINA SOBRE A 
ANTINOCICEPÇAO INDUZIDA EM RATAS POR 2,5-HEXANODIONA. Após a 
medida de base, os animais receberam salina, 5 ou 25 mg/kg de 
atropina (S, A5 ou A25) , ip. Apôs 10 min, foram tratados com 
veiculo ou 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona (V ou HD) , ip, e, aos 
10, 30, 60 e 90 min após, foram submetidos a novas medidas de 
TFL. Os resultados sao apresentados como média de 14-17 
animais por grupo (erro padrao inferior a 10 % do valor da
média).
Teste de raio múltiplo de Duncan: p<0,05, diferente dos
grupos S-V, A5-V e A25-V.  ̂ p<0,05, diferente dos demais
grupos, na mesma medida.

#

s  S - V  - © -  A5 - V A25 -  V

S - HD - X -  A5 - HD - 3 -  A25 - HD
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III.4. EFEITO DA 2,5-HEXANODIONA SOBRE A ATIVIDADE DA 
ACETILCOLINESTERASE DE CEREBRO E COLINESTERASES DE SORO 
DE RATOS.

Dafforn e colaboradores (1979) verificaram que algumas 
cetonas alifáticas, incluindo a 2,5-hexanodiona, inibem a 
atividade da acetilcolinesterase purificada de orgao elétrico 
de Electrophorus electricus. Estes autores também verificaram 
que a 2,5-hexanodiona parece ligar-se ao sitio aniônico da 
enzima, induzindo uma inibição do tipo competitiva com um Ki 
de 4,1 mM.

Nos experimentos anteriores, verificou-se que a 
administraçao aguda de 2,5-hexanodiona produz antinocicepçao. 
A hipótese de que este efeito envolvesse mecanismos 
colinérgicos foi confirmada quando a administraçao de atropina 
reverteu parcialmente o efeito analgésico da 2,5-hexanodiona 
(figura 12) .

Neste bloco de experimentos, investigou-se se o efeito 
antinociceptivo da 2,5-hexanodiona está relacionado a uma 
alteraçao na atividade da acetilcolinesterase de cérebro de 
ratos. Estudou-se ainda a atividade de colinesterase de soro.

Para a medida da atividade da AChE seguiu-se o método de 
Ellman e colaboradores (1961), modificado por Villescas e 
colaboradores (1981) como descrito em material e métodos.

Previamente â determinação das constantes cinéticas da 
AChE, determinou-se se havia diferença entre as fraçees 
subcelulares (Homogeneizado total-H, Sl, Pl, P2, S3 e P3) 
quanto á sensibilidade â 2,5-hexanodiona. Verificou-se que a 
presença de 20 mM de 2,5-hexanodiona, na presença de
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concentraçees saturantes de substrato, induzia inibição na 
atividade da AChE em grau semelhante em todas as fraçees 
estudadas: H - 38%, SI - 45%, PI - 43 %, P2 - 42%, S3 - 45% e 
P3 - 41%. Assim, utilizou-se a fraçao SI para os ensaios da 
atividade da AChE de cérebro e cerebelo.

Um outro parâmetro também abordado foi o tempo de pré- 
incubaçao. A enzima foi pré-incubada com diferentes 
concentraçees de 2,5-hexanodiona em intervalos que variaram de 
2 a 20 min, e verificou-se que o tempo de pré-incubaçao nao 
interferia na inibição da AChE pela 2,5-hexanodiona (dados nao 
mostrados). Assim, utilizou-se, em todos os experimentos, o 
tempo de pré-incubaçao de dois minutos.

III.4.1. Determinação das constantes cinéticas Km e Vmax da 
acetilcolinesterase de cérebro de ratos e efeitos da
2,5-hexanodiona 

Neste estudo, determinou-se as constantes cinéticas da 
acetilcolinesterase de cérebro de ratos adultos e os efeitos 
da 2,5-hexanodiona sobre estes parâmetros.

Na determinação das constantes cinéticas Km e Vmax, foram 
utilizadas de 5-6 concentraçees de acetiltiocolina que 
variaram de 0,025 a 1,0 mM. Os efeitos da 2,5-hexanodiona 
sobre o Km e Vmax da acetilcolinesterase foram determinados na 
presença de 4-8 concentraçees de 2,5-hexanodiona (0, 1, 2, 5,
10, 20, 35, 50 mM) para 4 concentraçees de acetiltiocolina
(0,025, 0,05, 0,1, 0,4 mM). A enzima (0,2-0,4 mg de proteina,
solução Sl) foi pré-incubada por 2 min a 25°C na presença 0,1
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tnM de etopropazina e da 2,5-hexanodiona. A reaçao foi iniciada 
pela adiçao do substrato.

As constantes Km e Vmax foram calculadas usando-se o 
método gráfico de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco) [Price & 
Stevens, 1989] .

111.4.1.1. Constantes cinéticas para acetilcolinesterase de 
cérebro de ratos adultos

0 gráfico duplo-reciproco da velocidade inicial versus 
concentração de sübstrato é apresentado na figura 13. 0 valor 
de Km determinado para a AChE foi de 41,4 +_ 2,7 uM de
acetiltiocolina e a Vmax encontrada foi de 1,83 + 0,12 umoles 
de acetiltiocolina hidrolisada por hora por mg de proteina 
(n=14) a 25°C e pH 7,5.

111.4.1.2. Constantes cinéticas Km e Vmax na presença de 2,5- 
hexanodiona

0 gráfico duplo-reciproco da velocidade inicial versus a 
concentração de substrato da atividade especifica da AChE de 
cérebro na presença de várias concentraçees de 2,5-hexanodiona 
é apresentado na figura 14. A análise de variância revela um 
efeito significativo da 2,5-hexanodiona sobre os parâmetros 
cinéticos [Km, F(7,61) = 6,21, p<0,0001; Vmax, F(7,61) = 4,25, 
p<0,0007]. 0 Km aparente apresentou-se aumentado e o Vmax
diminuido na presença de 10 mM ou mais de 2,5-hexanodiona. Tal 
tipo de alteraçees nestes parâmetros, aumento do Km e 
diminuição na Vmax, caracteriza uma inibição do tipo mista. 
Para maior clareza, na tabela XXI estao apresentados os
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valores dos Km aparentes e Vmax obtidos na presença de 2,5- 
hexanodiona.

111.4.1.3. Constante de dissociação (Ki) para a 2,5- 
hexanodiona

A constante de dissociação, Ki, para a 2,5-hexanodiona 
foi calculada segundo o método gráfico de Dixon [Dixon & Webb, 
1964], plotando-se na abscissa a variaçao da concentração de 
inibidor e na ordenada o inverso da velocidade (l/V), na 
presença de 4 concentraçees fixas de substrato (0,025, 0,05,
0,1 e 0,4 mM de ATC) (figura 15) . Os resultados obtidos de 8­
12 ensaios enzimâticos por concentração de ATC apresentados no 
gráfico mostram que a projeção do intercepto das retas em 
direção â abscissa, determina um Ki de 7,1 mM de 2,5- 
hexanodiona. Esta constante foi semelhante àquela obtida por 
outros autores para Electrophorus electricus [Dafforn et al., 
1979], que encontram um Ki de 4,1 mM. As características deste 
gráfico também sugerem que a inibição induzida pela 2,5- 
hexanodiona sobre a AChE seja do tipo mista linear [Segel, 
1979]. Outro aspecto importante é que o "plot" obtido para a 
obtenção do Ki foi linear, que sugere um complexo ESI nao 
ativo cataliticamente.

111.4.1.4. Formaçao de um complexo enzima-substrato-inibidor
nao produtivo

Com o objetivo de verificar se concentraçees muito altas 
de 2,5-hexanodiona inibiriam totalmente a atividade da AChE,
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incubou-se a fraçao SI em concentraçees que variaram de 0 a 
800 mM de 2,5-hexanodiona.

Na figura 16, observa-se que a atividade da AChE na 
presença de 0,05 mM de ATC foi completamente inibida por 200 
mM de 2,5-hexanodiona; na presença de 0,1 mM de ATC, a 
concentração de 2,5-hexanodiona que inibiu 100 % da atividade 
enzimática foi de 400 mM; enquanto que uma concentração de 800 
mM de 2,5-hexanodiona foi necessária para inibir completamente 
a atividade da enzima na presença de 0,8 mM de ATC. Estes 
resultados demonstram que a inibição total da atividade da 
AChE por 2,5-hexanodiona está relacionada â concentração de 
substrato presente no meio. Esta relaçao, porém, nao ê 
proporcional. Para um aumento de 16 vezes na concentração de 
substrato (de 0,05 mM para 0,8 mM) aumentou-se 4 vezes a 
concentração de 2,5-hexanodiona para induzir 100 % de inibição 
da AChE.

A inibição total da atividade enzimática por 
concentraçees muito altas de inibidor colaboram com a 
indicaçao anterior (determinação do Ki) da formaçao de um 
complexo ESI nao produtivo [Segel, 1979].
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1/[S] (mM ATC)'1
FIGURA 13. GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK DA ATIVIDADE ESPECIFICA 
DA ACETILCOLINESTERASE DE CEREBRO DE RATOS. SI foi incubado a 
25°C e pH 7,5 com 0,025 a 1,0 mM de acetiltiocolina (ATC). Km= 
41,4 + 2,7 jiM de ATC e Vmax = 1,83 ± 0,12 jumoles de ATC 
hidrolisada por hora por mg de proteina (n=14) . Média ± erro 
padrao de l/V versus 1/[S].
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1/[S] (mM ATC)'1

FIGURA 14. EFEITO DA 2,5-HEXANODIONA SOBRE OS PARÂMETROS 
CINÉTICOS (Km E Vmax) DA AChE DE CEREBRO DE RATOS. Gráfico de 
Lineweaver-Burk da atividade da AChE de cérebro de ratos, na 
presença de 0 a 50 mM 2,5-hexanodiona. O gráfico foi 
construido a partir da média de 5-14 ensaios enzimáticos por 
concentração de inibidor.
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TABELA XXI. PARÂMETROS CINÉTICOS, Km e Vmax, DA AChE 
DETERMINADOS NA PRESENÇA DE 0 A 50 mM DE 2,5-HEXANODIONA.

[2,5-hexanodiona] Km aparente Vmax N
mM 10 3 mM jumoles .h' 1.mg-1
0 39,4 ± 3,1 1, 63 ± 0,11 14
1 47, 7 ± 6,7 1, 71 ± 0, 21 7
2 35, 3 ± 3,2 1,48 ± 0,12 5
5 37, 9 ± 3,6 1,32 ± 0,13 5
10 60, 8 ± k6,6 1,31 ± O o 00 4t= 14
20 74, 6 ± 10, 8 1,11 ± O o 00 =8= 9
35 90,0 ± 12, 0# 0, 94 ± O O 00 =8= 10
50 196,1 ± . -  _  ★ ★ 46, 7 1, 09 ± _ ★ * 0,18 11

Os Km aparentes e Vmax foram determinados de acordo com o 
gráfico de Lineweaver-Burk apresentado na figura Í4. Os 
resultados sao apresentados como a média + erro padrao. N = 
número de amostras analisadas.

★ ★ ★ üTeste de raio mútiplo de Duncan: p<0,01, p<0,007,
p<0,002, comparado à concentração 0 mM.
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[I] mM de 2,5-Hexanodiona

FIGURA 15. GRAFICO DE DIXON PARA A DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE 
DE DISSOCIAÇÃO, Ki, DA 2,5-HEXANODIONA PARA A AChE DE CEREBRO 
DE RATOS. 1/V versus [I] a diferentes concentraço~es de 
substrato. A projeção do intercepto em direção â abscissa 
determina um Ki de 7,1 mM.
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[I] mM 2,5-Hexanodiona

FIGURA 16. PORCENTAGEM DA ATIVIDADE DA AChE DE CEREBRO DE 
RATOS NA PRESENÇA DE CONCENTRAÇÕES ALTAS DE 2,5-HEXANODIONA. %
da atividade da AChE de cérebro versus concentração de 2,5- 
hexanodiona na presença de diferentes concentraçees de 
substrato. Os resultados representam a média de 4 ensaios 
enzimáticos para cada concentração de inibidor e substrato.
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III.4.2. Atividade da acetilcolinesterase de cérebro e 
cerebelo de ratos adultos tratados agudamente com
2,5-hexanodiona 

No item III.3.1., verificou-se que a administraçao aguda, 
intraperitoneal, de 2, 5-hexanodiona causa antinocicepçao. No 
intervalo de 1 hora após o tratamento, todas as doses foram 
efetivas, sendo que a dose de 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona 
causou analgesia desde os 10 min após o tratamento. Neste 
experimento, mediu-se a atividade especifica da AChE de 
cérebro e cerebelo de ratos tratados com veiculo ou 2,5- 
hexanodiona (800 mg/kg). Os animais foram mortos 1 hora após a 
administraçao das drogas. O cérebro e cerebelo foram 
dissecados e preparados para a análise da atividade 
enzimática, como descrito em material e métodos.

As atividades especificas da AChE de cérebro e cerebelo 
sao apresentados na tabela XXII.

O teste t de Student para amostras independentes revela 
diferenças nao significativas entre os dois grupos na 
atividade de AChE para ambos os tecidos, isto é, o tratamento 
intraperitoneal com 800 mg/kg de 2,5-hexanodiona, uma dose que 
produz analgesia marcante, nao alterou a atividade da 
acetilcolinesterase de cérebro e cerebelo de ratos adultos.
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TABELA XXII. ATIVIDADE ESPECIFICA DA AChE DE CEREBRO E
CEREBELO DE RATOS ADULTOS TRATADOS AGUDAMENTE COM 800 mg/kg DE
2,5-HEXANODIONA.

Atividade especifica (jumol/h/mg proteina) 
CEREBRO CEREBELO N

VEICULO 2,68 ± 0,15 0,954 + 0,071 4
2,5-HEXANODIONA 2,43 ± 0,48 0,906 + 0,142 4

Os animais foram mortos 1 hora após a administraçao das 
drogas, ip. Os resultados sao apresentados como média ± erro 
padrao da atividade especifica, expressa como umol de ATC 
hidrolisado por hora por mg de proteina. N = número de animais 
por grupo.
Nao há diferença significativa entre os grupos, para a mesma 
estrutura (teste t de Student).
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III.4.3. Atividade da acetilcolinesterase de cérebro e 
cerebelo e colinesterase de soro de ratos adultos 
tratados cronicamente com 2,5-hexanodiona 

No item III. 4.1., verificou-se que a AChE de cérebro 
apresentou-se inibida pelo tratamento "in vitro" com 2,5- 
hexanodiona (figura 14).

Bastone e colaboradores (1987) estudando o efeito do 
tratamento com 2,5-hexanodiona na água de beber constataram 
que a atividade da AChE de plasma apresentava-se aumentada nos 
animais tratados com a droga. Em cérebro, o tratamento nao foi 
efetivo.

Neste experimento, estudou-se a atividade da AChE de 
cérebro e cerebelo de ratas adultas (60 a 70 dias, pesando de 
150-175 g) tratadas por diferentes periodos com 2,5- 
hexanodiona. Os animais foram mortos 24 horas após a última 
injeção, e o cérebro e cerebelo removidos e preparados para a 
análise da atividade enzimâtica, como descrito em material e 
métodos. Também verificou-se a atividade total de 
colinesterases de soro de animais tratados por 40 dias com a 
droga.

III.4.3.1. Atividade da AChE de cérebro e cerebelo
A análise de variância de duas vias comparando 2 

tratamentos (veiculo e 2,5-hexanodiona) X 4 intervalos de 
tratamento (10, 20, 40 e 60 dias) revela que nao houve efeito 
significativo do tratamento, do intervalo de tratamento, nem 
interaçao significativa entre tratamento X intervalo de 
tratamento tanto para cérebro como para cerebelo.
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Os resultados, apresentados na tabela XXIII, demonstram 
que a AChE de cérebro e cerebelo nao é sensivel ao tratamento 
prolongado com a 2,5-hexanodiona. A ausência de efeito pode 
estar relacionada aos niveis baixos de droga atingidos no 
sistema nervoso central "in vivo" pelo tratamento subcutâneo 
[Couri & Milks, 1982] e, como a inibição do tipo mista envolve 
um fator competitivo, o substrato endógeno (acetilcolina) 
poderia deslocar o inibidor do sitio ativo da enzima [Segel, 
1979] . .

III.4.3.2. Atividade da ChE de soro de ratos adultos tratados 
por 40 dias

A atividade da ChE de soro de ratas adultas dos animais 
tratados com veiculo ou 2,5-hexanodiona foram comparadas pelo 
teste t de Student (tabela XXIV). Os resultados demonstram que 
nao hâ diferença significativa entre os tratamentos na 
atividade da ChE. Estes resultados diferem daqueles 
verificados por Bastone e colaboradores (1987), que 
encontraram um aumento na atividade da AChE de plasma de ratos 
tratados com 2,5-hexanodiona ou n-hexano. Entretanto, aqui foi 
analisada a atividade total da ChE, isto é, incluiu-se a 
atividade da AChE e da BuChE.
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Atividade da AChE (jumol/h/mg proteina)

TABELA XXIII. ATIVIDADE ESPECIFICA DA AChE DE CEREBRO E
CEREBELO DE RATAS ADULTAS TRATADAS PROLONGADAMENTE COM 2,5-
HEXANODIONA.

Tratamento CEREBRO CEREBELO N

10 dias
veiculo 2, 95 + 0,27 1, 01 + 0,06 3
HD-200 2,61 + 0,24 0,91 +. 0, 09 3

20 dias
veiculo 2,48 ± 0,10 1,17 ± 0,24 4
HD-200 2,50 ± 0,05 1,19 ± 0,25 4

40 dias
veiculo 3,78 ± 0,45 0, 98 ± 0,11 5
HD-200 3,28 ± 0,22 0,70 ± 0,14 5

60 dias
veiculo 2, 95 ± 0,25 0, 76 ± 0,08 11
HD-200 2, 89 ± 0,22 0,75 ± 0,09 12

Ratas adultas foram tratadas por 10, 20, 40 ou 60 dias com
veiculo ou 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD - 2 0 0 ), se.. As
amostras foram incubadas a 25°C e pH 7,5 com 0,8 mM de ATC. 
Atividade da AChE é apresentada como média + erro padrao e 
expressa como umol de acetiltiocolina hidrolisado por hora por 
mg de proteina. N = número de animais por grupo.
Nao hâ diferença significativa entre os grupos no mesmo 
intervalo de tratamento (teste t de Student).
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TABELA XXIV. ATIVIDADE ESPECIFICA DA ChE DE SORO DE RATAS
ADULTAS TRATADAS CRONICAMENTE COM 2,5-HEXANODIONA.

Tratamento N Atividade da ChE 
jumol de ATC / min / ml de soro

Veiculo 6 1,02 ± 0,05
2,5-hexanodiona 7 0,93 ± 0,07

Os animais receberam veiculo ou 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona 
por 40 dias, sç. A amostra de soro foi incubada a 25°C e pH 
7,5. Os resultados sao apresentados como média ± erro padrao e 
a atividade especifica expressa como umol de ATC hidrolisado 
por min por ml de soro. N = número de animais por grupo.
Nao há diferença significativa entre os grupos (Teste t de 
Student).
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III.4.4. Atividade da acetilcolinesterase de cérebro e 
colinesterase de soro de ratos jovens tratados 
prolongadamente com 2,5-hexanodiona 

Os resultados anteriores demonstram que a atividade da 
AChE de cérebro e ChE de soro de ratos adultos nao apresentou- 
se alterada pelo tratamento com 2,5-hexanodiona. Neste estudo, 
investigou-se se a enzima de animais jovens, tratados a partir 
do 4— dia de vida, seria mais sensivel ao tratamento do que a 
de animais adultos.

Ratos machos e fêmeas foram tratados a partir do 4— dia 
de vida com veiculo, 200 ou 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona ou 
207 ou 414 mg/kg de 1,6-hexanodiol, sç. Os animais foram 
mortos 24 horas apôs o 5— , 8— , 16— , 25— ou 36— dia de
tratamento. A atividade da AChE de cérebro foi analisada apôs 
8, 16, 25 e 36 dias de tratamento e a atividade das
colinesterases de soro após 5, 8, 25 e 36 dias de tratamento.

II1.4.4.1. Atividade da AChE de cérebro de ratos jovens
A análise de variância de duas vias para amostras 

independentes da atividade da AChE de cérebro de ratos jovens 
revela efeito significativo da idade [F (3,7) = 78,59,
p<0,001]. Nao houve, porém, efeito significativo do 
tratamento, nem interaçao significativa entre tratamento X 
idade. 0 efeito da idade foi devido ao fato de que a atividade 
especifica da enzima apresentou-se maior com o aumento da 
idade, em todos os grupos (figura 17) . O tratamento com o 
hexacarbono 1,6-hexanodiol nao apresentou nenhum sinal de
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toxicidade.

Estes resultados demonstram que a AChE de cérebro de 
animais jovens expostos ao hexacarbono a partir do 4— dia de 
vida pós-natal nao foi sensivel ao tratamento com a droga. A 
ontogenia da enzima também nao foi alterada pelo tratamento.

III.4.4.2. Atividade da ChE de soro de ratos jovens
As atividades da ChE e AChE (considerada como a atividade 

obtida na presença de um inibidor da butirilcolinesterase, a 
etopropazina) foram analisadas por uma análise de variância de 
três vias (considerando as atividades enzimáticas como medida 
repetida), comparando 5 tratamentos X 4 intervalos de 
tratamentos X 2 medidas (AChE e ChE) . Os resultados 
estatísticos revelam efeito significativo do tratamento 
[F(4,88) = 4,11, p<0,004] e efeito dos dias de tratamento
[F(3,88) = 10,53, p<0,0001]. Ainda, a análise demonstra
interaçao significativa entre tratamento X medida [F(4,88) =
2,64, p<0,04] e entre dias de tratamento X medida [F(3,88) =
4,70, p<0,004] (tabela XXV).

A análise de variância com medida repetida, comparando as 
duas atividades enzimáticas x 5 tratamentos em cada intervalo 
individual de exposição â droga, demonstra que em todos os 
intervalos de tratamento houve diferença significativa entre a 
atividade da ChE e AChE [5 dias, F(l,15) = 136,01, p<0,001; 8 
dias, F (1,19) = 70,91, p<0,001; 25 dias, F(l,20) = 131,61,
p<0,001; 36 dias, F(l,37) = 210,06, p<0,001]. Porém, nao houve 
efeito significativo do tratamento, nem interaçao entre 
tratamentos X medidas.
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A análise de variância de uma via, considerando uma 
medida (ChE ou AChE) em um intervalo de tratamento, mostra que 
nao há diferença significativa entre os grupos em nenhum dos 
tempos de tratamento e em nenhuma das medidas.

0' efeito do tratamento, verificado na análise de 
variância de três vias, deveu-se ao fato de que esta análise 
considera a soma das atividades (ChE e AChE) em todos os 
intervalos de tratamento, e, como pode ser visto na tabela 
XXV, os animais tratados com 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona 
apresentam atividades ligeiramente maiores que os demais 
grupos.
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FIGURA 17. ONTOGENIA DA AChE DE CEREBRO DE RATOS JOVENS 
TRATADOS PROLONGADAMENTE COM 2,5-HEXANODIONA. Os animais foram 
tratados por 8, 16, 25 ou 36 dias, a partir do 4— de vida, com 
veiculo, 200 ou 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona (HD-200, HD-400) 
ou 207 ou 414 mg/kg de l,6-hexanodiol (HDOH-207, HDOH-414),
sc. Dados sao apresentados como média da atividade especifica, 
expressa como pmoles de ATC hidrolisado por hora por mg de 
proteina (n=6-7) . Erro padrao inferior a 10 % do valor da
média.
Nao há diferença significativa entre os grupos em cada 
intervalo de tratamento (análise de variância de uma via).
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TABELA XXV. COLINESTERASE E ACETILCOLINESTERASE DE SORO DE 
RATOS JOVENS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM 2,5-HEXANODIONA.

nmol ATC / min / ml de soro 
Tratamento N ChE AChE
5 dias 
Veiculo 4 235, 6 +. 6,1 132,3 ± 7,3
HD-200 4 221, 5 +. 27,6 125, 8 ± 9,6
HD-400 4 241, 8 +. 17, 6 146, 3 ± 6,5

HDOH-207 4 208, 0 ± 23,5 126, 1 ± 14,3
HDOH-414 4 194, 6 ± 24, 7 120, 6 ± 11, 2
8 dias
Veiculo 5 , 187, 7 ± 19,2 112, 1 ± 9,6
HD-200 5 173, 0 ± 18,1 113, 6 ± 10, 2
HD-400 5 204, 4 ± 26, 8 144, 4 ± 18, 4

HDOH-207 4 156, 7 ± 16,3 104, 5 ± 11,4
HDOH-414 5 155, 2 ± 12, 9 119,2 ± 9,7

25 dias
Veiculo 5 145, 7 ± 7,4 85, 9 ± 5,7
HD-200 5 172, 3 ± 31, 0 86, 9 ± 11, 2
HD-400 5 216,2 ± 18, 7 99, 5 ± 11, 8
HDOH-207 5 168,5 ± 20,4 85, 9 ± 10, 6
HDOH-414 5 156, 0 ± 16,2 93, 1 ± 2,4

36 dias
Veiculo 10 213,1 ± 17,1 131,4 ± 6,8
HD-200 7 203, 8 ± 15, 6 134, 0 ± 11,1
HD-400 9 225, 9 ± 13,4 147,3 ± 8,8
HDOH-207 7 199,3 ± 13, 0 140, 2 ± 7,9
HDOH-414 6 171, 9 ± 17, 4 116, 3 ± 7,6

Os animais foram tratados por 5, 8, 25 ou 36 dias, como
descrito na figura 17. As atividades enzimâticas sao expressas
como nmol de substrato hidrolisado por min por ml de soro. Os 
resultados sao apresentados como média + erro padrao. N = 
número de amostras analisadas.
Teste F para efeito simples revela diferença significativa 
entre as duas atividades enzimâticas, em todos os grupos, para 
p<0,05.
Nao hâ efeito do tratamento considerando cada intervalo de 
intoxicação e uma atividade enzimática (análise de variância 
de uma via).
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IV. DISCUSSÃO

Um dos principais objetivos deste trabalho foi a montagem 
de um modelo de intoxicação prolongada de ratos com 2,5- 
hexanodiona que tornasse possivel o estudo dos efeitos da 
droga sobre parâmetros comportamentais, fisicos e bioquimicos.

Nao se pretendia, no entanto, comparar este modelo de 
intoxicação com aqueles verificados na intoxicação ocupacional
e voluntária em humanos. Em primeiro lugar, neste estudo, foi
usado como agente neurotóxico a 2,5-hexanodiona, por ser este 
o principal metabôlito neurotóxico de vários hexacarbonos, 
entre eles o n-hexano e a 2-hexanona [Couri & Milks, 1982; 
Krasavage et al., 1980]. Tal escolha baseou-se no fato de ser 
de fácil manuseio e pouco volátil. No entanto, como descrito 
anteriormente, nenhum caso de neuropatia foi descrito pela 
intoxicação ocupacional com este solvente. A segunda 
preocupação estaria na comparaçao dos efeitos deste modelo com 
os efeitos da exposição ocupacional ao n-hexano, pois, além 
das dificuldades inerentes â transposição de dados de animais 
experimentais para humanos, sabe-se que, na intoxicação 
ocupacional, os individuos estao expostos, juntamente com o n- 
hexano, a outros solventes (metil-etil-cetona, tolueno, etc) , 
que podem agravar ou amenizar os efeitos do n-hexano [Kawai et 
al. , 1991; Nylén et al. , 1994a,b; Perbellini et al. , 1982;
Ralston et al., 1985] .

Quanto à via de administraçao, escolheu-se a via
subcutânea por prolongar o tempo de absorçao da droga em
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3ovens tratados com 200 mg/kg e de cérebro e figado dos ratos 
jovens tratados com 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona (tabela I, 
figura 5 e 6) . A diminuição no ganho de peso corporal 
provocada pela droga, porém, foi ligeiramente mais acentuada 
do que a verificada no peso de cérebro e figado, desde que a 
relaçao entre o peso de órgao e o peso corporal apresenta-se 
aumentada, tanto para os ratos adultos como para os ratos 
jovens (cérebro de ratos tratados por 25 e 36 dias com 400 
mg/kg e figado para os animais tratados por 25 dias com 200 e 
400 mg/kg) (tabela V).

Diminuição no ganho de peso corporal de ratos adultos tem 
sido relatada freqüentemente em animais tratados com a 2,5- 
hexanodiona [Anthony et al., 1983b; DeCaprio & O'Neill, 1985; 
Ladefoged et al., 1989; Horan et al., 1989; Larsen et al.,
1991]. Nesses estudos, porém, o efeito sobre o peso foi mais 
drástico, provavelmente devido âs doses usadas, que variaram 
de 300 - 700 mg/kg. Alguns autores relatam ainda perda de peso 
corporal provocada pelo tratamento com o hexacarbono [Bastone 
et al., 1987; Braendgaard & Sidenius, 1986; DeCaprio et al. ,
1988] .

A diminuição no ganho de peso corporal verificada neste 
estudo poderia estar relacionada a uma diminuição na ingestão 
alimentar. Observou-se no entanto, que os animais adultos 
tratados com 2,5-hexanodiona nao comem menos do que os animais 
controles e, até bebem mais do que os últimos (figuras 2 e 3, 
tabela II) . Um efeito nao esperado foi a maior ingestão 
alimentar apresentada pelos ratos adultos tratados com 1,6- 
hexanodiol.
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Os resultados do presente estudo diferem daqueles de 
outros autores, os quais obtiveram uma diminuição nas 
ingestees liquida [DeCaprio et al., 1985; Ladefoged et al.,
1989; Larsen et al. , 1991] e sólida [Bastone et al . , 1987,
Larsen et al., 1991] pelo tratamento com a 2,5-hexanodiona. No 
entanto, nesses estudos, a droga foi administrada na água de 
beber em concentraçees de 0,5% a 1% (v/v), o que equivale a
uma dose de 400 - 750 mg/kg de 2,5-hexanodiona por dia. Além 
das doses serem mais altas do que a utilizada neste trabalho, 
a presença da droga na água de beber pode causar aversao â 
ingestão de liquido, provocando, desta forma, uma redução no 
consumo alimentar. Aliás, quando a dose de 400 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona é injetada subcutaneamente em ratos adultos, nao 
se verifica alteraçao no consumo de água e comida destes 
animais, o que reforça a hipótese da importância da via de 
administraçao para os efeitos observados [Pereira et al., 
1994] .

Em ratos jovens, o consumo alimentar nao foi analisado. 
Um método usado para o controle do consumo de leite pelo 
filhote é o controle de peso antes e depois da mamada [Pault, 
1970; Weiner & Levine, 1978]. Considera-se, no entanto, este 
método bastante artificial e errático, desde que o mesmo nao 
leva em conta os processos de eliminaçao de fezes e urina que 
podem ocorrer durante este periodo.

A diferença de peso corporal observada tanto em ratos 
adultos como em ratos jovens intoxicados com 2,5-hexanodiona 
nao foi acompanhada por alteraçees na glicemia e nos niveis de
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de proteínas séricas nem no conteúdo de glicogênio hepático e 
muscular (tabelas III, VI, VII), exceção feita aos ratos 
jovens tratados por oito dias com a dose de 400 mg/kg, que 
apresentaram uma menor glicemia do que o grupo controle. Este 
efeito, porém, nao foi verificado nos demais intervalos de 
tratamento, o que sugere que seja um efeito transitório, 
desaparecendo no decorrer dos dias.

Quanto ao conteúdo de glicogênio, os animais jovens 
tratados com 2,5-hexanodiona, independente da dose, e os 
animais adultos apresentam resultados semelhantes ao grupo 
controle. Deve-se ressaltar, porém, que os ratos adultos 
tratados com 1,6-hexanodiol apresentam conteúdo de glicogênio 
hepático superior aos apresentados pelos demais grupos. Este 
aumento deve estar relacionado ao maior consumo de comida 
apresentado por estes animais (discutido anteriormente), o 
que, por sua vez, induziria um aumento do depósito deste 
combustível.

Estes resultados sugerem que a diminuição no ganho de 
peso corporal apresentado pelos animais tratados com 2,5- 
hexanodiona nao deve estar relacionada a efeitos nutricionais, 
desde que, em ratos adultos, nao observou-se deficiência na 
ingestão alimentar e, em ratos adultos e jovens, os niveis de 
glicose e glicogênio também nao foram alterados.

Uma das hipóteses sugeridas para o mecanismo de 
neurotoxicidade dos hexacarbonos seria a inibição de enzimas 
glicoliticas, o que, por sua vez, provocaria uma redução do 
suprimento de energia para o axônio [Sabri et al. , 1979;
Sakamoto & Hashimoto, 1985a,b; Spencer et al., 1979].
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Neste trabalho, analisou-se a atividade de algumas 
enzimas em cérebro e figado de ratos adultos e jovens 
intoxicados cronicamente com 2,5-hexanodiona. Apesar de nao 
ser um órgao diretamente relacionado com a neurotoxicidade dos 
hexacarbonos, estudaram-se as atividades das enzimas no figado 
(assim como os outros parâmetros abordados anteriormente), por 
ser este um órgao alvo no metabolismo de drogas e no controle 
do metabolismo energético de todo o organismo, regulando 
entre outras vias, o fornecimento de glicose para o sistema 
nervoso central [Bradford, 1986; Lehninger et al, 1993].

Em animais adultos, estudaram-se as enzimas LDH, MDH e 
enolase de cérebro e figado e glicogênio fosforilase de 
figado. Verificou-se que a atividade especifica destas enzimas 
nao foi alterada pelo tratamento com 2,5-hexanodiona (tabela 
IV) . A ativaçao da fosforilase b pelo AMPc foi semelhante em 
todos os grupos.

Inibição da enolase, mas nao da LDH, tem sido relatada 
"in vitro" pela 2,5-hexanodiona, onde os autores obtiveram um 
IC50 de 67,7 mM [Howland et al., 1980b]. A baixa sensibilidade 
da enzima ao composto pode ser a causa da ausência de efeito 
verificada no presente estudo.

Com exceção da enolase, as demais enzimas também foram 
analisadas em animais jovens tratados somente com as doses 
maiores dos hexacarbonos (400 mg/kg para a 2,5-hexanodiona e 
414 mg/kg para o 1,6-hexanodiol).

A atividade especifica das enzimas LDH e MDH de cérebro e 
MDH e glicogênio fosforilase de figado foram semelhantes entre
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os grupos (figura 7-9) . Apenas a atividade da LDH de figado 
(figura 8) apresentou-se ligeiramente inibida (22 %) pelo
tratamento com a 2,5-hexanodiona. Os resultadçs para a LDH de 
cérebro estao de acordo com aqueles de Howland e colaboradores 
(1980b), que nao encontraram qualquer alteraçao na atividade 
da enzima de cérebro de ratos "in vitro".

A diferença na sensibilidade da LDH de figado de ratos 
jovens ao tratamento com 2,5-hexanodiona entre ratos jovens e 
adultos deve estar relacionada âs doses diferentes utilizadas 
para a intoxicação dos mesmos, desde que os animais adultos 
receberam 200 mg/kg/dia enquanto os animais jovens receberam 
400 mg/kg/dia de 2,5-hexanodiona.

A ausência de efeitos da droga sobre as demais enzimas 
estudadas pode estar relacionada a dois fatores: primeiro, ao 
nivel baixo de droga circulante atingido "in vivo" pelo 
tratamento; segundo, ao efeito sobre a enzima ser passageiro, 
de tal forma que possa ter ou nao aparecido no intervalo de 
tratamento utilizado no presente estudo (36-40 dias).

Apesar de fora dos objetivos principais deste estudo, 
pode-se comparar as atividades enzimáticas entre ratos adultos 
e jovens. Verifica-se que a atividade da MDH de cérebro de 
ratos adultos é bem maior do que a atividade da enzima em 
ratos jovens. Convém ressaltar, entretanto, que, em ratos 
jovens, a MDH foi analisada em homogeneizado de cérebro, 
enquanto que, em ratos adultos, a mesma enzima foi dosada em 
fraçao mitocondrial. Quando a atividade da MDH é analisada em 
homogeneizado, a atividade enzimática obtida nao se restringe 
somente a MDH mitocondrial, abrangendo também as atividades da
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MDH citosólica e enzima mâlica. Porém, a atividade baixa 
obtida em homogeneizado de cérebro pode estar relacionada â 
baixa atividade da MDH citosólica neste órgao devido â pouca 
(ou nenhuma) utilidade desta enzima na regeneração de 
oxalacetato para a gliconeogênese (nao ocorre no cérebro) e 
ainda ao fato de que a lançadeira de elétrons em funcionamento 
no cérebro é a do glicerol-fosfato e nao a do malato-aspartato 
[Lehninger et al., 1993].

IV. 2. ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS EM RATOS PELO 
TRATAMENTO COM 2,5-HEXANODIONA.

A inexistência de dados na literatura relacionados aos 
efeitos comportamentais dos hexacarbonos levou-nos a estudar o 
desempenho de ratos adultos e jovens tratados cronicamente com
2,5-hexanodiona.

No experimento com animais adultos, ratas foram tratadas 
prolongadamente com 200 (dose alta) ou 20 mg/kg (dose baixa) 
de 2,5-hexanodiona e submetidas a três tarefas 
comportamentais: habituaçao a um campo aberto, esquiva
inibitória e esquiva ativa de duas vias, em dois intervalos de 
tratamento. 0 tratamento de animais adultos com 1,6-hexanodiol 
foi omitido devido ao fato de que, em todos os parâmetros 
discutidos até o momento, nao houve qualquer efeito tóxico do 
composto. Desta forma, o grupo tratado com 2,5-hexanodiona foi 
somente comparado ao grupo veiculo.

Os animais tratados com dose alta do hexacarbono 
apresentaram, na tarefa de habituaçao ao campo aberto, uma
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redução no número de respostas de orientaçao e de cruzamentos, 
nos 2 intervalos de tratamento analisados, 15 e 30 dias. 
Entretanto, todos os grupos apresentaram uma redução no número 
de respostas de orientaçao e cruzamentos na sessão de teste 
quando comparada a sessão de treino, indicando que, embora a 
atividade motora tenha sido afetada, os ratos habituaram-se â 
tarefa [Izquierdo, 1979; Izquierdo et al., 1984]. Desta forma, 
a memória desta tarefa parece nao ter sido prejudicada pelo 
tratamento com a 2,5-hexanodiona.

Os efeitos sobre a atividade motora obtidos neste estudo 
diferem daqueles observados por outros autores os quais 
verificaram deficiência motora em um "rotarod" após 3 semanas 
de tratamento com 2,5-hexanodiona, usando doses maiores, 
administradas por via oral na água de beber [400 - 750 mg/kg, 
Ladefoged et al., 1989] ou por sonda [250 mg/kg, Ralston et 
al. , 1991]. No entanto, neste experimento, verificaram-se 
efeitos locomotores já aos 15 dias de tratamento (tratamento 
breve).

Pode-se ainda observar que os efeitos sobre a atividade 
locomotora aparecem em paralelo aos efeitos sobre o peso 
corporal, apesar de que este último nao apresentou-se tao 
prejudicado quando comparado a outros trabalhos [Bastone et 
al., 1987; Braendgaard & Sidenius, 1986; DeCaprio et al., 
1988] . ■

Em torno de 25 dias de tratamento com 200 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona, pode-se observar, por simples inspeção visual, 
sinais neurológicos, caracterizados por ligeira paresia e 
andar cambaleante. A intensidade destes sinais aumentou com a
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continuidade do tratamento. Estes efeitos têm sido comumente 
relatados por outros autores [Abou-Donia et al., 1985; Anthony 
et al. , 1983b; Braendgaard & Sidenius, 1986; DeCaprio &
O'Neill, 1985; DeCaprio et al., 1988; Missumi et al., 1985;
Rossi et al., 1982; Sahenk & Mendell, 1981].

Quando os animais foram submetidos à tarefa de esquiva 
ativa de duas vias em ambos os intervalos (25 e 50 dias) de 
tratamento e esquiva inibitória no intervalo maior (40 dias), 
eles já apresentavam sinais neurológicos de intoxicação pelo 
hexacarbono.

0 desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitória 
nao foi afetado pelo tratamento com a 2,5-hexanodiona. As 
ratas tratadas por 20 ou 40 dias com a droga apresentaram 
desempenho nas sessees de treino e teste e escore de retenção 
(diferença teste menos treino) similares aos apresentados 
pelos animais controle. Os animais tratados com 200 mg/kg por 
40 dias apresentaram um ligeiro aumento na latência de descida 
da plataforma na sessão de treino, que poderia estar 
relacionado aos sinais neurológicos já presentes nos animais 
neste intervalo de tratamento. Porém, a diferença entre este 
grupo e o controle nao foi significativa.

Assim como na tarefa de habituaçao ao campo aberto, 
também na esquiva inibitória, os animais nao apresentaram 
deficiência de memória, apesar do envolvimento motor.

Na tarefa de esquiva ativa de duas vias, o desempenho dos 
animais foi marcadamente prejudicado pelo tratamento com 200 
mg/kg de 2,5-hexanodiona. 0 número de respostas de esquiva foi
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reduzido em, aproximadamente, 50 e 30 % do número de respostas 
apresentado pelo controle para o tratamento por 25 e 50 dias, 
respectivamente. Diferentemente dos animais controle, os ratos 
tratados com 2,5-hexanodiona nao apresentaram aumento do 
número de respostas de esquiva na sessão de teste quando 
comparada â sessão de treino (tabela X) . Estes resultados 
indicam que os ratos tratados com a droga apresentam uma 
deficiência de memória para esta tarefa. Entretanto, o enorme 
envolvimento da funçao motora, como pode também ser visto pela 
redução do número de cruzamentos interprovas (além dos efeitos 
sobre a tarefa de campo aberto), levantam dúvidas sobre a 
conclusão de um efeito sobre a memória. Por outro lado, os 
animais tratados com o hexacarbono apresentaram um menor 
número de respostas de esquiva na sessão de treino do que o 
grupo veiculo, o que pode sugerir que eles tenham uma 
deficiência de aprendizagem mais do que uma deficiência de 
memória. Isto é, se os animais nao aprendem a tarefa, eles nao 
podem apresentar memória da mesma. Para analisar tal 
suposição, se poderia investigar o desempenho de ratos na 
tarefa de esquiva ativa durante a intoxicação e apôs um 
periodo de reabilitaçao da intoxicação. Se os animais 
aprendessem a associaçao entre os estimulos codicionado (tom) 
e incondicionado (choque), seu desempenho seria superior ao 
daqueles animais que nunca foram submetidos â tarefa. Isto 
parece plausivel desde que a associaçao entre os estimulos 
condicionado e incondicionado consiste numa fase fundamental 
para a aprendizagem da tarefa de esquiva ativa, levando ao 
condicionamento instrumental [Izquierdo & Cavalheiro,
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1976a,b.]. Para isto, a intoxicação nao poderia afetar, de 
maneira permanente, a capacidade do animal de evocar esta 
tarefa.

Devido ao grande envolvimento motor nos efeitos da 2,5- 
hexanodiona na dose de 200 mg/kg, resolveu-se entao testar uma 
dose do hexacarbono bem menor que esta sobre os mesmos 
parâmetros comportamentais investigados com a dose de 200 
mg/kg.

Os resultados deste experimento demonstraram que a dose 
de 20 mg/kg de 2,5-hexanodiona nao causou qualquer alteraçao 
no desempenho de ratos em nenhuma das tarefas testadas 
(tabelas de XI a XIII). Também nao houve efeito sobre a 
atividade locomotora. Os animais nao apresentaram sinais 
neurológicos nem alteraçao no peso corporal.

O comportamento de ratos jovens também foi analisado em 
três tarefas comportamentais: reflexo de geotactismo negativo, 
teste de alternar espontâneo e tarefa de esquiva inibitória. 
Duas das tarefas comportamentais foram diferentes daquelas 
utilizadas para ratos adultos porque tinha-se como objetivo 
avaliar o desempenho de ratos jovens desde o inicio do 
processo de intoxicação, isto é, num periodo ainda muito 
precoce da vida.

Os animais foram tratados com as doses maiores (400 mg/kg 
para a 2,5-hexanodiona e 414 mg/kg para o 1,6-hexanodiol) dos 
hexacarbonos, como descrito anteriormente para as enzimas 
glicoliticas. Neste experimento também foi utilizado o 
hexacarbono nao neurotóxico, 1,6-hexanodiol, porque parte
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destes ratos foram os mesmos utilizados para os ensaios das 
enzimas glicoliticas.

No comportamento de geotactismo negativo, estudou-se a 
latência para o animal virar com a face para cima e nao o 
aparecimento do reflexo, porque com quatro a cinco dias de 
vida grande parte dos animais já apresenta o reflexo de 
geotactismo negativo [Da-Silva et al., 1990; Smart & Dobbing, 
1971] . Verificou-se que, com passar dos dias, os animais 
respondem mais rapidamente â tarefa (figura 10). As curvas da 
latência de geotactismo sao muito semelhantes entre os grupos, 
isto é, os animais tratados com 2,5-hexanodiona apresentam 
desempenho similar aos demais grupos.

No sétimo ,e oitavo dias de tratamento, observa-se uma
0

tendência dos animais tratados com a 2,5-hexanodiona de 
apresentarem uma maior latência de geotactismo do que os 
demais grupos. Apesar de nao significativo, este efeito pode 
estar relacionado ao inicio de um enfraquecimento motor dos 
ratos neste periodo de tratamento, o que coincide com o inicio 
da diferença no ganho de peso corporal de ratos jovens 
tratados com esta dose do hexacarbono (ver figura 4).

Aos 25 dias de tratamento, os animais foram observados em 
um labirinto em T, onde mediu-se o comportamento de alternar 
espontâneo os braços do labirinto (tabela XIV).

Nesta tarefa verificou-se que os animais tratados com
2,5-hexanodiona levam mais tempo para alternar o braço do 
labirinto e o fazem em provas subseqüentes ao grupo controle. 
Como o limite para alternar o braço do labirinto é imposto 
pelo número de oportunidades de fazê-lo (5 provas) e nao pela

131



latência em fazê-lo, o aumento da prova alternada pode estar 
relacionado a outros efeitos que nao sobre a atividade 
locomotora destes animais.

0 comportamento de alternar espontâneo assim como o 
desempenho em um labirinto radial de ratos parece depender da 
integridade da formaçao hipocampal [Olton et al., 1979] . Sobre 
este aspecto alguns autores têm sugerido que a desnutrição 
gestacional e/ou lactacional pode prejudicar o desenvolvimento 
do hipocampo [Noback & Eisenman, 1981], enquanto que outros 
autores nao encontraram qualquer alteraçao no comportamento de 
alternar espontâneo de ratos desnutridos perinatalmente 
[Cravens, 1974; Hall, 1983; Smart, 1976].

No presente trabalho nao determinou-se se os animais 
jovens tratados com 2,5-hexanodiona apresentam ou nao 
alteraçao na formaçao hipocampal, mas verificou-se que o 
tratamento induz uma diminuição no ganho de peso corporal. 
Como discutido anteriormente, tal efeito parece nao envolver 
parâmetros nutricionais.

0 tratamento com 2,5-hexanodiona por 35 dias prejudicou o 
desempenho dos ratos jovens na tarefa de esquiva inibitória 
(tabela XV).

Na sessão de treino, os animais intoxicados levaram mais 
tempo para descer da plataforma que os demais grupos. Na 
sessão de teste, nao houve diferença significativa. A 
diferença da latência entre as sessees de teste - treino 
(escores de retenção), porém, foi muito menor no grupo 
intoxicado do que nos demais grupos (aproximadamente 7 vezes
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menor).

0 aumento da latência na sessão de treino pode estar 
relacionado a uma deficiência locomotora. Entretanto, isto nao 
facilitaria a descida da plataforma na sessão de teste, o que 
nao descarta a possibilidade de uma deficiência na retenção da 
tarefa.

Aos 35 dias de tratamento, os animais tratados com 2,5- 
hexanodiona apresentaram uma diferença marcante de peso 
corporal em relaçao aos demais grupos (figura 4). Desta forma, 
se poderia levantar a hipótese de que o efeito sobre o tarefa 
de esquiva inibitória estaria relacionado à desnutrição e nao 
a um efeito especifico da droga. Entretanto, dados da 
literatura têm demonstrado que ratos desnutridos durante a 
amamentaçao apresentam desempenho igual [Vendite et al., 1987] 
ou melhor [Souza et al., 1992] do que ratos nutridos, na
tarefa de esquiva inibitória. Os autores justificam o melhor 
desempenho dos ratos desnutridos como sendo uma consequência 
da maior sensibilidade ao choque que estes animais apresentam, 
o que facilitaria a memória no momento do teste [Souza et al., 
1992; Vendite et al., 1987].

Estes resultados diferem daqueles observados em ratos 
adultos (tabela IX), onde observou-se que a retenção da tarefa 
de esquiva inibitória nao foi alterada pelo tratatamento com a
2,5-hexanodiona. Esta diferença pode estar relacionada a pelo 
menos duas hipóteses: primeiro, a uma diferença nas doses
usadas nos dois experimentos (ratos adultos: 200 mg/kg, ratos 
jovens: 400 mg/kg); segundo, ao fato de que o periodo de
tratamento de ratos jovens iniciou-se no 4— dia de vida pós-
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natal, atingindo as três principais fases de crescimento 
rápido do cérebro (0- ao 6-; 8- ao 12- dia e 17- ao 21^ dia de 
vida pòs-natal) [Gottlieb et al., 1977]. Insultos externos
aplicados em alguma destas fases de crescimento ou em todas 
pode levar a alteraçees permanentes sobre o SNC, atingindo 
funçees especificas, como a cognição [Annau & Cuomo, 1988; 
Rodier, 1988; Rodrigues et al, 1993, 1994].

Esta parece uma explicaçao plausivel para a deficiência 
cognitiva dos animais no labirinto em T e para a deficiência 
na retenção na tarefa de esquiva inibitória.

0 efeito da intoxicação aguda de ratos com a 2,5- 
hexanodiona foi analisado em duas tarefas comportamentais. 
Neste experimento, a droga, administrada em diferentes doses 
(200, 400 ou 800 mg/kg) , foi injetada intraperitonealmente,.
previamente à exposição â tarefa comportamental. No caso de 
administraçao aguda, escolheu-se a via intraperitoneal, desde 
que por ela a droga é absorvida rapidamente, atingindo 
prontamente os niveis circulantes desejados para a indução do 
efeito agudo.

Na tarefa de habituaçao ao campo aberto (tabela XIV) 
verifica-se que os animais tratados com 400 e 800 mg/kg do 
hexacarbono apresentaram menor número de respostas de 
orientaçao na sessão de treino, mas nao na sessão de teste, 
do que os animais tratados com veiculo. O efeito sobre o 
número de respostas de orientaçao na sessão de treino nao deve 
estar relacionado a efeitos sobre a atividade motora, desde 
que o número de respostas de cruzamento nao foi reduzido pelo
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tratamento com a 2,5-hexanodiona. Observa-se ainda que somente 
o grupo controle apresenta diminuição no número de respostas 
de orientaçao na sessão de teste quando comparada â sessão de 
treino, enquanto que, para as respostas de cruzamentos, todos 
os grupos cruzam menos o campo na sessão de teste. Desde que o 
efeito sobre o número de respostas de orientaçao provavelmente 
nao envolve efeito sobre atividade locomotora, estes 
resultados sugerem que os animais tratados com 2,5- 
hexanodiona, independente da dose, nao se habituaram ao campo 
aberto [Izquierdo, 1979; Izquierdo et al., 1984].

Na tarefa de esquiva inibitória, verificou-se que o 
tratamento com a 2,5-hexanodiona aplicado 30 min antes da 
sessão de treino nao alterou o desempenho dos animais. Os 
ratos intoxicados apresentaram latência de descida da 
plataforma na sessão de treino semelhante ao grupo veiculo, e 
todos os grupos apresentaram retenção da tarefa, como 
verificado na sessão de teste. Entretanto, pode-se ainda 
observar que os animais tratados com as doses maiores do 
hexacarbono apresentaram tendência a uma menor latência de 
descida da plataforma na sessão de teste do que o grupo 
controle.

Para investigar tal efeito, novos grupos de animais foram 
tratados 90 min antes da sessão de treino e submetidos â 
tarefa de esquiva inibitória. Aumentou-se o intervalo de 
administraçao da droga, mesmo sabendo-se que dados da 
literatura têm demonstrado que a meia-vida da 2,5-hexanodiona 
é de 100 min (em galinhas, por via ip) [DiVincenzo et al., 
1976]. Porém, dados preliminares do experimento sobre o efeito

135



da 2,5-hexanodiona sobre a nocicepçao (os experimentos foram 
feitos concomitantemente), indicavam que maiores latências de 
"tail-flick" eram observadas nos intervalos de 60 a 90 min 
após a administraçao do hexacarbono (ver adiante).

Os resultados deste experimento demonstram que, tal como 
injetado 30 min antes da sessão de treino, o tratamento com a
2,5-hexanodiona administrado com o intervalo de 90 min antes 
do treino nao afetou o desempenho dos animais nesta sessão. 
Entretanto, os animais tratados com 400 ou 800 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona descem da plataforma mais rapidamente do que os 
animais controle na sessão de teste. Todos os grupos 
apresentaram retenção da tarefa.

Os resultados deste experimento confirmam a hipótese de 
que a ausência de efeito significativo quando a droga foi 
injetada 30 min antes do treino poderia estar relacionado aos 
niveis baixos de droga circulante atingidos no momento do 
treino, desde que quando aumentou-se este intervalo para 90 
min, o desempenho dos animais no teste foi inferior aos 
animais controle, o que demonstra que apesar de apresentar 
memória, os animais tratados com as maiores dose do 
hexacarbono apresentam prejuízo na retenção da tarefa.

Os resultados da administraçao aguda diferem 
completamente daqueles obtidos para a administraçao crônica do 
composto. Enquanto que os animais tratados cronicamente 
apresentam envolvimento motor acentuado, no tratamento agudo 
verificou-se que a droga causa efeito sobre parâmetros 
cognitivos, verificado pela menor retenção no campo aberto e
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na tarefa de esquiva inibitória.

IV. 3. NOCICEPÇAO E 2,5-HEXANODIONA: INTERAÇAO COM O SISTEMA
COLINERGICO

Verificou-se anteriormente que a administraçao aguda de
2,5-hexanodiona causava deficiência de memória em duas tarefas 
comportamentais. O principal objetivo deste experimento era 
investigar se o mesmo tratamento também interferiria na 
nocicepçao de ratos em um aparelho de "tail-flick".

Os resultados deste experimento demonstraram que a 2,5- 
hexanodiona produz um aumento na latência de "tail-flick" e 
que este efeito foi dependente de dose e de tempo. A maior 
dose usada (800 mg/kg) produziu antinocicepçao aos 10, 30 e .60 
min, a dose intermediária (400 mg/kg) aos 30 e 60 min e a 
menor dose (200 mg/kg) aos 60 min após sua administraçao 
(figura 11).

O efeito da 2,5-hexanodiona sobre a nocicepçao poderia 
ser decorrente de uma deficiência sensorial ou motora 
generalizada, que provocaria uma maior latência de retirada da 
cauda no aparelho. Entretanto, este parece nao ser o caso, 
desde que animais tratados por 40 dias com 200 mg/kg de 2,5- 
hexanodiona apresentam grande distúrbio motor e nao apresentam 
nenhuma alteraçao na latência de "tail-flick" (tabela XX).

Uma variedade de hexacarbonos, incluindo a 2,5- 
hexanodiona, sao inibidores da acetilcolinesterase [Dafforn et 
al. , 1979] . Sabe-se também que inibidores da
acetilcolinesterase, assim como agonistas colinérgicos, sao 
drogas antinociceptivas [Gillberg et al. , 1989; Gower, 1987;
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Sitaram & Gillin, 1977]. Estes achados poderiam sugerir que o 
mecanismo pelo qual a 2,5-hexanodiona causa antinocicepçao 
possa envolver o sistema colinêrgico. Para testar tal 
hipótese, investigou-se o efeito da administraçao de atropina 
sobre a antinocicepçao induzida em ratos pela 2,5-hexanodiona.

Os resultados deste experimento revelaram que a prê- 
administraçao de atropina (tanto na dose de 5 como de 25 
mg/kg) reduz consideravelmente o efeito antinociceptivo da
2.5-hexanodiona aos 60 e 90 min (figura 12) . Aos 10 e 30 min, 
este efeito nao foi significativo, o que deve estar 
relacionado â dificuldade da atropina de penetrar no sistema 
nervoso central [Brown, 1988] . A atropina por si só nao 
alterou a latência de "tail-flick" quando comparada ao 
controle. Estes dados indicam que a analgesia induzida pela
2.5-hexanodiona tem um componente colinêrgico (muscarinico). 
Estes resultados estao de acordo com a literatura que relata 
antinocicepçao por inibidores da acetilcolinesterase e 
agonistas colinérgicos [Gillberg et al., 1989; Gower, 1987; 
Sitaram & Gillin, 1977].

IV.4. EFEITO DA 2,5-HEXANODIONA SOBRE A ATIVIDADE DA 
ACETILCOLINESTERASE DE CEREBRO E COLINESTERASE DE SORO 
DE RATOS.
Inibição da acetilcolinesterase por dicetonas alifâticas 

foi relatada por Dafforn e colaboradores (1979) . Estes autores 
encontraram tal efeito em enzima purificada de órgao elétrico 
de Electrophorus electricus. e observaram ainda que a inibição
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induzida pelos solventes usados era do tipo competitiva. Neste 
experimento, investigou-se se a atividade da AChE de cérebro 
de ratos era inibida "in vitro" pela 2,5-hexanodiona e se as 
características cinéticas da inibição se assemelhavam àquelas 
de órgao elétrico de peixe.

Os resultados deste experimento revelam que a atividade 
da AChE de cérebro de ratos é inibida por 2,5-hexanodiona. A 
caracterizaçao cinética da inibição demonstra que a 2,5- 
hexanodiona causa uma inibição do tipo mista, pois, na 
presença de 10 mM ou mais do composto, verifica-se um aumento 
no Km aparente e uma diminuição na Vmax (figura 14, ver tabela 
XXI) . Estes resultados diferem daqueles de Dafforn eI
colaboradores (1979), que encontraram uma inibição do tipo 
competitiva para a AChE de Electrophorus electricus pela 2,5- 
hexanodiona.

A constante de dissociação, determinada pelo método 
gráfico de Dixon (1964), revela um Ki de 7,1 mM de 2,5- 
hexanodiona para a AChE (figura 15) . Este resultado ê 
semelhante aquele obtido por outros autores, que encontraram 
um Ki de 4,1 mM de 2,5-hexanodiona para a AChE de peixe 
[Dafforn et al., 1979] .

Com o objetivo de verificar se concentraçees muito altas 
de 2,5-hexanodiona inibiriam totalmente a atividade da AChE, 
incubou-se a enzima com concentraçees que variaram de 0 a 800 
mM de 2,5-hexanodiona. Os resultados demonstram que 200, 400 e 
800 mM de 2,5-hexanodiona inibem totalmente a atividade da 
AChE, quando na presença de 0,05, 0,1 e 0,8 mM de
acetiltiocolina, respectivamente (figura 16) . Sendo assim, a
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A análise destes resultados sugere que a inibição da AChE 
de cérebro de ratos seja do tipo mista linear. Este tipo de 
inibição apresenta, além de uma diminuição na velocidade 
máxima e aumento do Km aparente, outras características como: 
(1) intercepto das curvas com diferentes concentraçees de 
inibidor localizado no primeiro quadrante no gráfico duplo- 
reciproco (Lineweaver-Burk), (2) "plot" de Dixon linear, (3)
formaçao do complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) 
cataliticamente nao ativo, desde que a atividade da AChE pode 
chegar a zero na presença de concentraçees altas de inibidor 
[Segel,, 1979] . •

Anteriormente verificou-se que a 2,5-hexanodiona causa 
analgesia em ratos. Desde que a atividade da AChE de cérebro 
de ratos é inibida "in vitro" pela 2,5-hexanodiona, 
investigou-se se a atividade da AChE de cérebro e cerebelo era 
inibida quando os animais eram tratados agudamente com maior 
dose de 2,5-hexanodiona usada no experimento anterior. Os 
animais foram mortos 1 hora após o tratamento, que é o 
intervalo em que todas as doses do hexacarbono causaram 
analgesia.

Os resultados deste estudo demonstram que a atividade da 
AChE de cérebro e cerebelo dos animais tratados com 2,5- 
hexanodiona foi semelhante â do grupo veiculo (tabela XXII). 
A discrepância entre estes resultados e aqueles obtidos para 
reversão parcial pela atropina da antinocicepçao induzida pela

inibição total da atividade da enzima foi dependente da
concentração de substrato presente no meio.
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2,5-hexanodiona pode estar relacionado ao envolvimento de 
estruturas outras que o cérebro (medula espinhal, por exemplo) 
na açao antinociceptiva da 2,5-hexanodiona. E mesmo 
considerando que o cérebro esteja envolvido na açao da droga, 
a ausência de efeito sobre a atividade da AChE pode ter duas 
principais causas: primeiro, a preparaçao da amostra para
análise da atividade da AChE pode diluir o inibidor, ou 
segundo, a quantidade minima de substrato necessária para o 
ensaio enzimâtico pode ser suficientemente alta para competir 
com inibidor (presente "in vivo") e mascarar a inibição 
presente "in vivo" mas nao detectável tecnicamente (deve-se 
ressaltar aqui, que a inibição do tipo mista linear ê a 
mistura da inibição competitiva parcial e inibição nao 
competitiva pura, desta forma o componente competitivo está 
presente).

Alteraçees na atividade das colinesterases de plasma têm 
sido verificada em humanos expostos ocupacionalmente ao n- 
hexano ou â 2-hexanona [Allen et al., 1975; Paulson &
Waylonis, 1976]. Entretanto, os resultados sao inconsistentes. 
Alguns autores encontraram diminuição na atividade da ChE de 
plasma [Paulson & Waylonis, 1976] e outros verificaram aumento 
na atividade da ChE plasmática e inibição da AChE 
eritrocitária [Allen et al., 1975].

Em ratos, Bastone e colaboradores (1987) demonstraram que 
a atividade da AChE de plasma era aumentada tanto pela 
exposição prolongada ao n-hexano como â 2,5-hexanodiona.

No presente estudo, investigou-se a atividade da AChE de 
cérebro e cerebelo em ratos adultos tratados por diferentes

141



periodos com 200 mg/kg de 2,5-hexanodiona. Também investigou- 
se a atividade da ChE de plasma e animais intoxicados por 40 
dias com a droga.

A atividade da AChE de cérebro e cerebelo dos animais
intoxicados foi semelhante â dos animais controle em todos os 
intervalos de tratamento analisados (tabela XXIII) . A 
atividade da ChE de soro também nao apresentou-se alterada 
pelo tratamento (tabela XXIV).

Em animais jovens, a atividade da AChE de cérebro e a
atividade ChE e AChE de soro foram estudadas também em 
diferentes intervalos de tratamento. Verificou-se um aumento 
da atividade da enzima cerebral com o decorrer da idade. Do 
12— ao 20— dia de vida, o aumento da atividade nao foi muito 
acentuado, mas do 20— ao 40— dia o aumento foi bem maior. A 
ontogenia da atividade da AChE verificada neste estudo está 
de acordo com aquela verificada por Lai e colaboradores 
(1982) .

O tratamento com 2,5-hexanodiona, mesmo na dose de 400
mg/kg, nao alterou a atividade da AChE em nenhum dos
intervalos de tratamento estudados nem a ontogenia da enzima. 
As atividades encontradas para todos os grupos foram muito 
semelhantes.

Para a atividade da ChE e AChE de plasma, verificou-se 
que nos animais tratados com 400 mg/kg de 2,5-hexanodiona a 
atividade destas enzimas apresenta-se ligeiramente maior do 
que nos demais grupos. Esta diferença foi significativa quando 
analisados todos os intervalos de tratamento em conjunto.
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Porém a análise em cada intervalo de tratamento revela efeitos 
nao significativos.

Os resultados deste estudo sobre a atividade da AChE de 
cérebro estao de acordo com aqueles verificados por Bastone e 
colaboradores (1987), que nao encontram alteraçao na atividade 
da enzima de cérebro. Entretanto, diferem destes mesmos 
autores quanto â atividade da ChE de soro, desde que aqueles 
autores verificaram aumento na atividade da AChE de plasma. 
Esta diferença pode ter duas causas: primeiro, no presente
experimento a atividada enzimática para soro de ratos adultos 
foi considerada como sendo de colinesterases, desde que nenhum 
inibidor especifico foi utilizado, enquanto que Bastone e 
colaboradores (1987) analisaram a atividade da AChE; segundo, 
estes autores utilizaram uma dose de 1% na água de beber, que, 
segundo os mesmos, corresponde a aproximadamente 400 mg/kg de
2,5-hexanodiona, o que equivale ao dobro da dose utilizada no 
presente estudo. Porém, para ratos jovens, verificou-se um 
ligeiro aumento na AChE quando os animais sao tratados com a 
dose maior, o que colabora com a hipótese de que este efeito 
deve ser dependente da dose utilizada para a intoxicação. 
Aumento na atividade da ChE plasmâtica também foi verificada 
em humanos intoxicados ocupacionalmente com n-hexano [Allen et 
al., 1975] .

No presente trabalho de tese constatou-se que é possivel 
o estudo de diversos parâmetros comportamentais e bioquímicos 
utilizando o modelo de intoxicação crônica de ratos adultos e 
jovens aqui desenvolvido. Verificaram-se alteraçees 
comportamentais relacionadas a efeitos locomotores em ratos
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adultos e relacionados a processos cognitivos em ratos jovens. 
Se os efeitos comportamentais estao relacionados a algum 
sistema de neurotransmissores nao foi determinado, a nao ser a 
constataçao da ausência de efeitos sobre AChE de cérebro. No 
entanto, a analgesia induzida pela 2,5-hexanodiona parece 
envolver o sistema colinêrgico. A relaçao deste efeito com a 
inibição da AChE determinada "in vitro" nao foi confirmada, 
desde que o mesmo nao foi verificado "in vivo".
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V. CONCLUSQES

A intoxicação prolongada de ratos adultos e jovens 
provocou uma diminuição no ganho de peso corporal e diminuição 
no peso de cérebro, mas nao alterou a glicemia, ' os niveis de 
proteinas sêricas e o conteúdo de glicogênio hepático e 
muscular. Os animais adultos intoxicados apresentaram 
semelhante ingestão alimentar e maior ingestão liquida que os 
controles. Com exceção da LDH de figado de ratos jovens que 
apresentou inibição de 22%, a atividade das demais enzimas 
glicoliticas nao foi alterada pelo tratamento com a 2,5- 
hexanodiona.

Ratos adultos apresentaram diferente sensibilidade ao 
tratamento com a 2,5-hexanodiona quando o mesmo foi aplicado 
aguda ou cronicamente. Enquanto que os animais tratados 
cronicamente apresentaram retenção das tarefas (campo aberto e 
esquiva inibitória) e prejuizo locomotor, os ratos tratados 
agudamente apresentaram diminuição da retenção das mesmas 
tarefas sem apresentar qualquer alteraçao na atividade 
locomotora. 0 tratamento prolongado de ratos jovens com a 2,5- 
hexanodiona prejudicou o desempenho destes animais 
(comportamento de alternar espontâneo e esquiva inibitória). A 
diferença nos resultados de ratos adultos e ratos jovens pode 
estar relacionada â dose maior usada para ratos jovens e ao 
fato de que, nestes últimos, o tratamento foi realizado em uma 
fase precoce da vida.
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A 2,5-hexanodiona administrada aguda mas nao cronicamente 
causa antinocicepçao dependente de dose e de tempo. Este 
efeito foi bloqueado parcialmente por atropina, sugerindo uma 
açao, ao menos em parte, colinêrgica para a analgesia induzida 
pela 2,5-hexanodiona.

A 2,5-hexanodiona inibe a atividade da AChE "in vitro". 
As caracteristicas cinéticas da inibição sugerem que a mesma 
seja do tipo mista linear. "In vivo", a 2,5-hexanodiona nao 
alterou a atividade da AChE de cérebro e de cerebelo de ratos 
adultos e jovens. A ausência de efeito da 2,5-hexanodiona pode 
estar relacionada ao baixo nivel de droga circulante atingido 
"in vivo" ou, caso a inibição exista, a mesma pode nao ter 
sido detectada devido âs caracteristicas cinéticas do tipo de 
inibição e/ou .devido âs condiçees experimentais.
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