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Uticaj lipofilnih rastvara~a
na pona{anje i aktivnost
katalaze izolovane iz mozga
mi{a (Mus musculus)

Poznato je da su etil acetat, nitro razre|iva~ i toluen

{iroko rasprostranjeni lipofilni rastvara~i, pre svega

u doma}instvima. Tako|e, ranija istra`ivanja su uka-

zala na mnoge patofiziolo{ke promene koje ovi into-

ksikanti mogu izazvati. Shodno tome, u na{em istra-

`ivanju smo se bavili procenom o{te}enja mozga

mi{eva nakon hroni~nog izlaganja etil acetatu, nitro

razre|iva~u i toluenu. Kao parametri o{te}enja mo-

zga uzeti su poreme}aji u pona{anju i oksidativni

stres. Pona{anje je pra}eno open field testom (test

otvorenog polja), dok je za parametar oksidativnog

stresa uzeta aktivnost katalaze. Dobijeni rezultati

open field testa ukazuju da mi{evi hroni~no izlo`eni

toluenu i nitro razre|iva~u pokazuju ve}u lokomo-

tornu aktivnost, pre{av{i zna~ajno ve}i ukupan put u

odnosu na kontrolnu grupu, dok je kod grupe tre-

tirane etil acetatom zapa`ena umanjena lokomotorna

aktivnost. Zna~ajno pove}anje specifi~ne aktivnosti

katalaze zapa`eno je u homogenatima mozga mi{eva

tretiranih toluenom i etil acetatom, dok kod grupe

tretirane nitro razre|iva~em nije bilo promene u od-

nosu na kontrolu. Sem toga, zabele`ena je i razlika u

aktivnosti katalaze u homogenatima desne i leve

hemisfere mozga mi{eva tretiranih toluenom. Rezul-

tati navode na zaklju~ak da je hroni~no o{te}enje

izazvano ovim toksi~nim inhalatima veliko, te da

najte`e posledice nosi upotreba toluena.

Uvod

Etil acetat, toluen i nitro razre|iva~ spadaju u
grupu nepolarnih, lako isparljivih rastvara~a. Ove
supstance se ~esto zloupotrebljavaju radi postizanja
efekta narkoze, sedacije, pa ~ak i euforije (DEA

2011). Neki od njih su lako dostupni, poput
nitro-razre|iva~a, lepka, acetona i butana itd. Laka
dostupnost i izra`eno fiziolo{ko dejstvo ~ini ove in-
halate pogodnim za zloupotrebu, posebno me|u
mladima i ljudima u nerazvijenim zemljama (ibid.).
Iako hemijske supstance koje se u njima nalaze
mogu izazvati razli~ite farmakolo{ke efekte, ve}ina
ovakvih rastvara~a stvara ose}anje sli~no alkohol-
noj intoksikaciji (Ferrando i Andreu-Moliner 1992).
Nakon {to se udahnu odre|ene koli~ine, gotovo svi
lako isparljivi rastvara~i izazivaju anesteziju, gubi-
tak ose}aja, pa ~ak i svesti. Izlo`enost velikim koli-
~inama mo`e uzrokovati konfuziju i delirijum, koji
mogu biti pra}eni mu~ninom i povra}anjem (DEA
2011). Tako|e je pokazano da trudnica koja je pod
dejstvom inhalata ~e{to pobacuje ili ra|a mrtvu de-
cu (Schwetz et al. 1991).

Prema dosada{njim istra`ivanjima inhalati dej-
stvo ispoljavaju na mnoge delove mozga (DEA
2011). Istra`ivanja sprovedena na `ivotinjama uka-
zuju da naj~e{}e zloupotrebljavani isparljivi rastva-
ra~i dovode do promena u pona{anju i pokre}u
mehanizme sli~ne onima koje proizvode depresanti
CNS-a (centralnog nervnog sistema), kao {to su
alkohol, sedativi i anestetici. Posebnu opasnost
predstavlja „sindrom iznenadne udi{u}e smrti”
(Sudden sniffing death), a mo`e javiti i nakon samo
jedne upotrebe inhalata i predstavlja sr~ani prob-
lem, koji se ispoljava kao jaka aritmija, nakon udi-
saja intoksikanta (Meadows i Verghese 1996).

Oksidativni stres predstavlja disbalans izme|u
produkcije reaktivnih kiseoni~nih vrsta i sposob-
nosti biolo{kog sistema da ih ili ukloni ili popravi
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o{te}enja. Slobodni radikali su nestabilna jedinjenja
koja imaju nespareni elektron {to ih ~ini vrlo reakti-
vanim. Kako svako jedinjenje te`i da postane stabilno
slobodni radikali veoma ~esto uzimaju elektron od
drugih molekula ~ime zapo~inju lan~anu reakciju.
Postoji zna~ajna korelacija izme|u nekih bolesti i
stepena oksidativnog stresa. U organizmu slobodni
radikali se naj~e{}e pojavljuju kao ROS (Reactive
Oxygen Species – reaktivne kiseoni~ne vrste) a to
mogu biti H2O2, O2

2� (peroksidni anjon), kao i mnogi
organski peroksidi.

Katalaza je enzim zajedni~ki za skoro sva `iva
bi}a u kojim razla`e toksi~ni vodonik-peroksid na
kiseonik i vodu. Razlaganje se vr{i ping pong meha-
nizmom, preko hem grupe:

2 H2O2 � 2 H2O + O2.

Prema oksidativnom stresu su najosetljiviji lipidi.
Neki radovi pokazuju da je koncentracija toluena je
do 80 puta ve}a u mastima nego u krvi (Kroeger et

al. 1980). Utv|ena je zavisnost izme|u inhalata i li-
pofilnosti molekula, koja pokazuje da {to se molekul
bolje rastvara u lipidima, to vi{e raste njegova mo}
anestezije i sedacije. Veoma je zna~ajnija ~injenica,
da se inhalati dobro rastvaraju u lipidima, jer veliki
udeo u gra|i mozga imaju upravo lipidi (Meyer
1937).

Hroni~ne zloupotrebe inhalata dovode do o{te-
}enja razli~itih delova mozga, {to se manifestuje na
pona{anje jedinke (DEA 2011). Ove posledice mogu
biti prouzrokovane oksidativnim stresom ali i drugi
faktorima. Manifestacije na pona{anje mogu biti
razli~ite i direktno zavise od delova mozga koji su
o{te}eni, kao i od intenziteta o{te}enja

Cilj rada je procena uticaja toluena, etil-acetata i
nitro-razra|iva~a na pona{anje i aktivnost katalaze u
mozgu mi{a koji je prethodno hroni~no izlagan ovim
lakoisparljivim rastvara~ima.

Materijal i metode

Formiranje grupa mi{eva i njihova
intoksikacija

U eksperimentu su koriscena 24 mi{a (Mus mus-

culus), koja su podeljni u ~etiri grupe od po 6 jedinki.
Hroni~an stres je izazvan tako {to su 3 od 4 grupe
izlagane vazduhu koji je bio zasicen parama etil-
-acetata, toluena ili nitro-razra|iva~a, 15 minuta

dnevno, tokom 20 dana. Kontrolna grupa mi{eva
nije izlagana ovim inhalatima.

Tokom dvadeset dana hroni~no su izlagani vaz-
duhu koji je bio zasi}en parama etil-acetata, toluena
i nitro-razra|iva~a u toku 15 minuta. Kontrolna
grupa mi{eva je bila izolovana od svih inhalata.
Hrana i voda su davani ad libitum i imali su priro-
dnu smenu dana i no}i. U toku tretmana nije bilo
ve}ih varijacija temperature vazduha.

Za eksperiment su izabrani ba{ ovi rastvara~i
zbog svoje lake dostupnosti, ~ak i u radnjama {i-
roke potro{nje. Etil acetat i toluen su ~iste supstan-
ce, dok je nitro razre|iva~ koji smo koristili sme{a:
toluena 10-20%, etilacetata 30-40% i acetona
30-45%

Odre|ivanje lokomotorne aktivnosti i
pona{anja mi{eva

Lokomotorna aktivnost odre|ena open-field
testom (testom otvorenog polja), tako {to je mi{
stavljen u drvenu kutiju bez poklopca, pre~nika 25
cm, visine 1 m, crnog dna i pu{ten da se u njoj slo-
bodno kre}e u toku 30 minuta u potpunoj svetlosnoj
i zvu~noj izolaciji. Sistem je sniman kamerom
postavljenom iznad kutije (Crawley 1985).

Distanca koju je svaki mi{ pre{ao u toku od 30
minuta odre|ena je uz pomo} funkcija u mate-
mati~kom programu MatLab.

@rtvovanjanje i priprema uzoraka

Mozgovi su oslobo|eni lobanje, odstranjen im
je cerebellum i podeljeni su na hemisfere. Izolacija
je vrshena na ledu. Hemisfere su stavljane u saha-
rozni medijum (21.39 g saharoze i 0.0931 g EDTA
u 0.2 M fosfatnom puferu, pH 7) u kom su homo-
genizovane.

Homogenizacija je vr{ena povla~enjem tkiva
kroz iglu (21 G). Za svaku hemisferu je ura|eno 20
aspiracija.

Potom je izolovana sinaptozomalna frakcija, di-
ferencijalnim centrifugiranjem. Prvo centrifugiranje
homogenata je 15 minuta na 4000 rpm. Supernatant
je zadr`an, a talogu je dodato 750 uL saharoznog
medijuma, i centrifugirano tako|e 15 minuta na
4000 rpm. Supernatananti iz dva centrifugiranja su
pome{ani i centrifugirani na 13400 rpm, 2 sata na
temperaturi od 4°C.
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Merenje koncentracije proteina u
sinaptozomima

Koncentracija proteina u mozgu mi{eva odre|ena
je Lowryevom metodom. Napravljeni su slede}i
reagensi:
Reagens I

– 0.2 g K-Na-tartarata C4H4O6KNa � 4H2O
– 20g Na2CO3

– 20 mL 5M NaOH
rastvorenih do 1000 mL, destilovanom vodom.
Reagens II

– 5 g/L CuSO4 � 5H2O
– 0.5 g CuSO4 rastvorog u 100 mL vode

Reagens III

reagens I + reagens II u odnosu 50 : 1 (50 mL reag. I
+ 1 mL reag. II)
Reagens IV

razbla`en Folingov reagens 1 : 1 (me{avina fosfotun-
gstenske kiseline – H3PW12O40 i fosfomolibdenske
kiseline – H3PMo12O40)

Pred po~etak odre|ivanja nepoznate koncentra-
cije proteina u uzorcima, napravljena je standardna
kriva proteina (standard BSA 1 mg/mL)

U epruvetu je sipano 10 µL uzorka i 1 mL reage-
nsa III. Epruvete su inkubirane 10 minuta. Potom je u
epruvete dodat 0.1 mL Folinovog reagensa. Inkuba-
cija traje 20 minuta.

Apsorbanca se o~itava na 540 nm.

Odre|ivanje aktivnosti katalaze

Kori{}enja je metoda po Goth-u. Reagensi su sle-
de}i:

1. 60 mmol/L natrijum fosfatnog pufera pH
7.4

2. 32.4 mmol/L (NH4) 6Mo7O24 � 4H2O –
amonijum molibdat

3. 65 mmol/L H2O2 – vodonik peroksida
Za uzorak se koristi 1 mL reagensa 2 i po 0.2

mL tkiva, {to se zatim inkubira na 37°C, jedan mi-
nut, i potom se pome{a sa 1 mL reagensa 3.

Jedinica aktivnosti katalaze (U) je definisana
kao koli~ina enzima koja katali{e reakciju u kojoj
se razlaje jedan mikromol vodonik peroksida u jedi-

nici vremena (min).
A prora~unava se prema slede}oj formuli:

kU uzorka

standarda
H O2 2

L
E

E
C

� � �
�

��
�

 !
1 5000

1000

gde je E ekstinkcija, C je koncentracija vodonik
peroksida, a 5000 je faktor za pretvaranje na litar,
a 1000 za prevo|enje aktivnosti u kU.

Rezultati i diskusija

Aktivnost katalaze

Prilikom tretmana prvo su prime}eni simptomi
akutnog trovanja, koji su se ispoljili posle prve ne-
delje tretmana. Mi{evi su bili ataksi~ni sa tremorom
ekstremiteta, ali nakon {to su odneti na sve` vaz-
duh, ovi simptomi su nestajali. U toku eksperimenta
do{lo je do uginu}a mi{eva i to dva u etil acetatu i
po jedan u nitro i toluen, verovatno kao rezultat
hroni~nog trovanja. Svi ~lanovi kontrole su pre-
`iveli do `rtovanja.
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Slika 1.
Pra}eni put u
vremenskim intervalima
od 5 minuta po
tretiranim grupama

Figure 1.
Monitored path in 5
minute intervals: (from
top marking) control,
ethyl acetate. nitro and
toluene



Rezultatima prikazanim na slici 1 potvr|ena je
pretpostavka da se hroni~no izlaganje mi{eva tolu-
enu, nitro-razra|iva~u i etil-acetatu odra`ava na loko-
motorne aktivnosti mi{eva. Kontrolna grupa je za 30
minuta, koliko je trajao open-field test, pre{la 116.4
m. U istoj grupi prime}eno je periodi~no opadanje
du`ine pre|enog puta u zavisnosti od vremena koje je
mi{ proveo u open-field-u, {to se obja{njava na sle-
de}i na~in: kad se zdrav mi{ ubaci u njemu potpuno
nepoznatu sredinu prva osobina koju }e ispoljiti jeste
radoznalost, odnosno `elja da se uopzna i istra`i nova
sredina. [to vi{e vremena provede u njoj to }e je
bolje upoznati i njegova radoznalost }e se postepeno
smanjivati, a samim tim i put koji }e mi{ pre}i u je-
dinici vremena. Etil-acetat grupa je za vreme trajanja
testa pre{la svega 40.1 m, {to je 2.9 puta manje od
kontrole iz ~ega se zaklju~uje da hroni~no izlaganje
ovom inhalatu izaziva hipoaktivnost. Mehanizam koji
se nalazi u osnovi hipoaktivnosti izazvane ovim ras-
tvara~em nije poznat, a dobijenim rezultatima ga nije
mogu}e precizno okarakterisati. Ovakvo pona{anje
mo`e se tuma~iti i kao depresija, ali da bi se to
potvrdilo neophodno je uraditi jo{ nekoliko razli~itih
behaviour testova. Iako je distance koju mi{evi
tretirani etil acetatom pre{li mnogo manja u odnosu
na kontrolnu grupu njegova vrednost tako|e opada u
funkciji od vremena, {to se ne mo`e re}i za grupu
tretiranu nitro-razra|iva~em. U ovom slu~aju dolazi
do naglog smenjivanja hipo i hiperaktivnosti mi{a.
Drastican porast lokomotorne aktivnosti u periodu od
10og do 15og minuta, ne mo`e se sa sigurno{}u
objasniti. Postoji mogu}nost da je nastao kao rezultat
anksioznosti mi{eva. Tako ne{to je prime}eno i pri
istra`ivanju kod Crawleyja (1985). Ovakvo pona{anje

ne mo`e se sa sigurno{}u objasniti dok se ne izvr{e
dodatne analize. Pretpostavlja se da je hroni~no
izlaganje mi{eva nitro-razra|iva~u izazvalo o{te-
}enja nekih specifi~nih centara u mozgu, o ~emu se
mo`e vi{e govoriti tek nakon sprovo|enja novih
testova koji bi ovu pretpostavku mogli potvrditi ili
opovrgnuti. Ako se ra~una celokupan pre|en put
(slika 2) koji iznosi 361 m (3.1 puta vi{e od
kontrolne grupe) lako se mo`e zaklju~iti da dolazi
do efekta ekscitacije ili ti hiperaktivnosti. Isti taj
efekat je vi{e izra`en kod mi{eva tretiranih tolue-
nom. Pre|eni put u ovoj grupi iznosi 987.7 m, {to je
8.5 puta vi{e od kontrolne grupe. Iako su mi{evi
hiperaktivni iz grafika 1. se mo`e zaklju~iti da se
put koji pre|u postepeno pove}ava do dvadesetog
minuta, posle kog postepeno opada. To bi moglo da
zna~i da uzrujanost raste, i da je najve}a u intervalu
od 15 do 20 minuta. Do ovakvog pona{anja moglo
je do}i o{te}enjem specifi~nih mo`danih struktura i
to o{te}enja jakog intenziteta.

Najmanja aktivnost katalaze je na|ena u kon-
trolnoj grupi (199 U/mg), kod koje je aktivnost
malo ve}a u levoj hemisferi. Generalno su vrednosti
specifi~ne aktivnosti ve}e, i za razliku od kontrolne
grupe u desnoj hemisferi vi{e od leve. Najve}a je
kod toluen grupe, koja je 2.5 puta ve}a od kontrolne
grupe, potom sledi etil acetat, dok kod nitro grupe
nije pokazana zna~ajna razlika u aktivnosti katalaze
u odnosu na kontrolu. Pove}anje aktivnosti kata-
laze, ukazuje na postojanje oksidativnog stresa.

Prikazano je da je u desnoj mo`danoj hemisferi
nivo oksidativnog stresa vi{i (slika 3), {to po nekim
dosada{njim ispitivanjima mo`e implicirati da se
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Slika 2.
Ukupan pra}eni put po tretiranim grupama

Figure 2.
Total monitored way: (from top marking)
control, ethyl acetate. nitro and toluene



mi{evi ne bi sna{li u situaciji sa predatorom ili u
fight or flight prilici (Vallortigara i Rogers 2005).

Pre|eni put mi{eva iz nitro grupe je zna~ajno
du`i od onog koji je pre{la kontrola, dok je aktivnost
katalaze u granicama normale, zbog ~ega se pretpo-
stvlja da je do{lo do o{te}enja specifi~nih mo`danih
struktura koja bi mogla prouzrokovati ovakvu situ-
aciju.

Iz dobijenih rezultata zaklju~eno je da toluen
izra`ava najdrasti~nije promene u pona{anju mi{eva
iz kog razloga se smatra najopasnijim od istra`iva-
njem obuhva}enih inhalata.

Ovo istra`ivanje ilustruje uticaj ispitivanih rastva-
ra~a na lokomotornu aktivnost mi{eva, ali tako|e ot-
vara mnoga pitanja, prevashodno ona koja se odnose
na utvr|ivanje mo`danih centara na koje ovi inhalati
deluju, kao i na mehanizam samog dejstva.

Zaklju~ak

Iz dobijenih rezultata zaklju~uje se da hroni~no
izlaganje etil-acetatu i toluenu izaziva oksidativni
stres u mozgu mi{eva, dok je nivo istog pribli`no
jednak u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj nitro-
-razra|iva~em. Tako|e se prime}uje da kori{}eni
rastvara~i uti~u na lokomotorne aktivnsti i pona{anje
tretiranih jedinki gde etil-acetat izaziva hipoaktivnost,
a toluen i nitro-razra|iva~ ekscitaciju, koja je zna~a-
jno izra`enija kod mi{eva hroni~no izlaganim tolu-
enu. Zbog razlike u pona{anju nitro grupe ono se ne
mo`e dovesti u direktnu vezu sa oksidativnim stre-
som, pretpostavlja da je do{o do o{te}enja odre|enih

specifi~nih mo`danih struktura. Da bi se ova
pretpostavka potvrdila potrebno je izvr{iti dodatna
ispitivanja. Postavlja se pitanje iz kog razloga je
do{lo do razlika u aktivnosti katalaze izme|u leve i
desne hemisfere mozga, koja je najvi{e izra`ena u
toluen grupi.

Ovim eksperimentom je potvr|ena opasnost na-
vedenih inhalata, koji su dostupni ~ak i u radnjama
{iroke potro{nje, po zdravlje ~oveka.

Zahvalnost. Ovaj rad je nastao uz potporu zani-
mljive mre`e ljudi, koji su svojom pomo}i, dopri-
neli mnogo. Posebno se zahvaljujem velikodu{noj
pomo}i od Pasterovog zvoda u Novom Sadu, i pro-
fesoru Du{anu Lalo{evi}u, za mi{eve, ali i veoma
dragocene savete. Tako|e se zahvaljujemo asisten-
tima u zavodu.

Uz njih, treba se zahvaliti dragom prijatelju Mi-
lo{u Roki}u, na svim uputima i konstruktivnim
idejama, kao i Neveni Radonji}, koja je Vigoru bila
mentor najve}im delom tokom prakti~nog rada.
Ivanu Razumeni}u na pomo}i oko obrade rezultata
dobijenih snimanjem mi{eva u otvorenom polju. I
jo{ jedna osoba vredna spominjanja je Ana Para-
bucki, koju mnogo volimo i ~ija nam je pomo} bila
neophodna tokom tuma~enja dobijenih rezultata.
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Slika 3.
Specifi~na aktivnost
katalaze

Figure 3.
Specific activity of
catalase in the right
(right), left (center) and
both (left) hemispheres:
(from top marking)
control, ethyl acetate.
nitro and toluene
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Effect of Lipophilic Solvents on
Behavior and Catalase Activity in
Mus musculus Brain

It is well known that ethyl acetate, nitro solvent
and toluene are widely used lipophilic solvents, es-
pecially in households. Previous researches had
pointed out many patophysiological changes that
these inhalants could induce. In this research we
have assessed damage to the mice brain which was
the result of chronic exposure to these solvents.
Monitored parameters were locomotor activity and
oxidative stress. Animal Behavior was monitored
by the open field test, while the oxidative stress was
monitored by specific catalase activity.

Results obtained after the open field test indi-
cate that mice chronically exposed to nitro solvent
and toluene showed elevated locomotor activity, co-
mpared to the control group. On the other hand, the
ethyl acetate treated group showed a decrease in lo-
comotor activity in comparison to the control group.

A significant increase in specific catalase activ-
ity was noticed in brain homogenates of animals
treated with intoxicants, although the nitro solvent
group had not shown significant alteration in activ-
ity compared to the control. Moreover, we observed
that there was a difference in catalase activity
among the right and left hemisphere of the brain,
particularly in the toluene treated group.

The obtained results can lead to the conclusion
that the chronic damage from these toxic solvents is
extensive, and it is most extreme in chronic toluene
exposure.
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