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RESUMO 

 

DA SILVA, Soraia John. Disfunção Cognitiva Canina: estudo de novas abordagens 

terapêuticas e diagnósticas para a patologia e contribuições a pesquisas direcionadas ao Mal de 

Alzheimer. 2019. 121p Tese (Doutorado em Química). Instituto de Química, Departamento de 

Bioquímica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019. 

A Disfunção Cognitiva Canina (DCC) é uma alteração neurodegenerativa que afeta cães idosos 

e que apresenta bastante semelhança com a Doença de Alzheimer (DA) em humanos. Ambas 

as patologias são consideradas multifatoriais e apresentam evidência de depósito de -amilóide; 

dano oxidativo; hiperfosforilação da proteína Tau; desequilíbrio nos níveis de 

neurotransmissores, como acetilcolina (ACh); entre outros fatores. Uma vez que a ACh 

desempenha papel fundamental em processos cognitivos, este trabalho teve como objetivo 

avaliar o efeito da DCC sobre enzimas que degradam ACh, também conhecidas como 

colinesterases, e sobre duas enzimas do sistema antioxidante: catalase e glutationa S-

transferase. Para isso foram avaliadas amostras de sangue de 48 cães divididos em 5 grupos: 

controle, grupo de risco, DCC leve, DCC moderada, DCC avançada. Esta parte do trabalho 

compõe o capítulo 1 da presente tese. Embora não tenha ocorrido diferença significativa entre 

as atividades destas enzimas nos cinco grupos estudados, foi possível observar alteração nas 

atividades médias das colinesterases (utilizando acetiltiocolina como substrato), catalase e 

GST. Estas diferenças mostram que, apesar de tais enzimas não se mostrarem apropriadas como 

biomarcadores da DCC, elas podem futuramente vir a ser usadas como adjuvantes na análise 

da evolução da doença e na avaliação da resposta ao tratamento utilizado. Uma vez que muitos 

tratamentos da DA são baseados no uso de inibidores de acetilcolinesterase (AChE), este 

trabalho também teve como objetivo avaliar a eficácia de infusões, fitoquímicos e de compostos 

sintéticos na inibição in vitro desta enzima em cérebro de cães. Esta segunda parte do trabalho 

compõe o capítulo 2 desta tese. A infusão de Peumus boldus apresentou destaque neste estudo 

mostrando-se eficaz na inibição desta enzima e com potencial antioxidante significativo. O 

fitoquímico quercetina e os compostos sintéticos Cum3 e Cum4 se destacaram como inibidores 

competitivos da atividade de AChE. Também foi avaliado o efeito destes compostos, bem como 

da infusão de boldo, sobre a atividade sérica de butirilcolinesterase (BChE) em cães. Entretanto, 

todos os tratamentos foram mais eficazes na inibição da atividade de AChE cerebral do que da 

atividade de BChE em soro. Os resultados obtidos neste trabalho, embora ainda iniciais, são 

promissores e podem contribuir para um avanço nos estudos de novas formas de diagnóstico e 

tratamento da DCC.  

 

Palavras-chave: anticolinesterásicos; biomarcadores; disfunção cognitiva. 

 

 

 

  



 

  

 

 

ABSTRACT 

DA SILVA, Soraia John. Canine Cognitive Dysfunction: study of new therapeutical and 

diagnostic approaches for the pathology and contributions to research directed to 

Alzheimer's Disease. 2019. 121p Thesis (Chemistry doctorate). Instituto de Química, 

Departamento de Bioquímica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019. 

 

Canine Cognitive Dysfunction (CCD) is a neurodegenerative disorder that affects older dogs 

and  it is very similar to Alzheimer's Disease (AD) in humans. Both pathologies are considered 

multifactorial and present evidence of b-amyloid deposition; oxidative stress; 

hyperphosphorylation of Tau protein; imbalance in neurotransmitter levels, such as 

acetylcholine (ACh) among other factors. Since ACh plays a key role in cognitive processes, 

this work aimed to evaluate the effect of DCC on enzymes that degrade Ach, also known as 

cholinesterases, and two enzymes of the antioxidant system: catalase and glutathione S-

transferase. Thus, blood samples from 48 dogs divided into 5 groups were evaluated: control, 

risk group, mild DCC, moderate DCC, severe DCC. This aforementiones part of the paper 

composes chapter 1 of this thesis. Although there was no significant difference between the 

activities of these enzymes in the five groups studied, it was possible to observe changes in the 

average activities of cholinesterases (using acetylthiocholine as substrate), catalase and GST. 

These differences show that although such enzymes are not shown to be suitable as CCD 

biomarkers, they may in future be used as adjuvants in the analysis of disease evolution and in 

the assessment of response to treatment used. Since many AD treatments are based on the use 

of acetylcholinesterase inhibitors (AChE), this work also aimed to evaluate the efficacy of 

infusions, phytochemicals and synthetic compounds in the in vitro inhibition of this enzyme in 

dog’s brain. This second part of the paper composes chapter 2 of this thesis. The infusion of 

Peumus boldus presented prominence in this study proving effective in the inhibition of this 

enzyme and with significant antioxidant potential. The phytochemical quercetin and synthetic 

compounds Cum3 and Cum4 have stood out as competitive inhibitors of AChE activity. The 

effect of these compounds, as well as of boldo infusion, on the serum activity of 

butyrylcholinesterase (BChE) in dogs was also evaluated. However, all treatments were more 

effective in inhibiting brain AChE activity than BChE activity in serum. Although the outcomes 

of this study are still initial, they are promising ones and can  contribute to an advance in the 

studies of new forms of diagnosis and treatment of CCD. 

 

 

Key words: anticholinesterases; biomarkers; cognitive dysfunction. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O aumento na expectativa de vida dos cães tem  ocasionado elevação no índice de 

doenças neurodegenerativas nestes animais, entre estas a Disfunção Cognitiva Canina (DCC). 

A DCC é uma patologia semelhante à Doença de Alzheimer (DA) em humanos, sendo 

caracterizada principalmente por um declínio progressivo na função cognitiva do animal e 

sendo considerada uma patologia multifatorial devido à diversidade de fatores envolvidos na 

sua fisiopatogenia. Entre estes fatores pode-se destacar o acúmulo de peptídeos -amilóides, 

desequilíbrio de neurotransmissores e aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(KATINA et al., 2016; TRAVANCINHA, 2014). Tanto na DA quanto na DCC há um 

desequilíbrio no sistema de neurotransmissão colinérgico (ARAUJO, 2011; VENTURA, 2010). 

O desequilíbrio deste sistema parece estar relacionada ao déficit cognitivo, uma vez que a 

acetilcolina exerce papel fundamental na ativação das áreas de memória e aprendizagem.  

O acúmulo de EROs na DCC e na DA parece estar relacionado ao acúmulo do 

peptídeo A e desempenha  um papel significativo na condução da patogênese celular. Estas 

espécies reativas também estão associadas a lesões celulares  como a peroxidação de lipídios e 

oxidação de proteínas. As células possuem um sistema de defesa antioxidante oferecido por 

enzimas – como a catalase - e por compostos não enzimáticos como a glutationa reduzida 

(GSH). Estudos anteriores, portanto, têm demonstrado alteração em integrantes deste sistema 

de defesa em pacientes com DA (SOFIC et al., 2015; GIORDANO et al., 2014). 

Devido a estas alterações principalmente na neurotransmissão colinérgica e no 

estresse oxidativo, este trabalho teve como primeiro objetivo a avaliação do efeito da DCC 

sobre enzimas sanguíneas relacionadas ao sistema antioxidante e sobre enzimas que hidrolisam 

a acetilcolina (acetilcolinesterase e butirilcolinesterase). As enzimas relacionadas ao sistema 

antioxidante estudadas foram: catalase e glutationa S-transferase (GST). A catalase é 

responsável pela hidrólise de peróxido de hidrogênio, enquanto a GST está relacionada ao nível 

de GSH, uma vez que utiliza este composto como co-substrato. E, em geral, há uma correlação 

entre uma depleção nos níveis de glutationa e a Doença de Alzheimer (MAZZETTI et al., 2015). 

Desta forma, esta parte do trabalho – Capítulo I - pretendeu auxiliar na busca de novos 

biomarcadores para a DCC. 

Tanto para a DA quanto para a DCC não há um tratamento que estabeleça a cura 

destas doenças. O tratamento atual visa principalmente estabilizar o comprometimento 
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cognitivo e retardar o progresso da patologia. E, em ambas as doenças, pode haver grande 

dificuldade no estabelecimento do diagnóstico (CAETANO, 2017; PANTOJA, 2010). 

Devido às semelhanças entre tais patologias, os cães são vistos como um bom 

modelo de estudo para a DA. Além disso, devido à escassez dos estudos sobre a DCC, os 

trabalhos sobre a DA podem ser utilizados como literatura complementar para pesquisas 

voltadas à Disfunção Cognitiva Canina.  

Muitas terapias para DA se baseiam na inibição da aceticolinesterase (AChE), 

enzima responsável pela hidrólise da ACh, visando assim aumentar a disponibilidade deste 

neurotransmissor. Embora os anticolinesterásicos ainda não sejam muito utilizados no 

tratamento da DCC, trabalhos anteriores mostraram que compostos que aumentam o nível de 

ACh em cães podem provocar melhorias na memória e na aprendizagem destes animais 

(ARAUJO et al., 2011; LANDSBERG, 2005). Desta forma, o presente trabalho teve como 

segundo objetivo, o estudo da inibição in vitro desta enzima através de compostos naturais e 

sintéticos em cérebros de cães. Esta parte da pesquisa é apresentada no capítulo II desta tese e 

as análises descritas pretendem auxiliar na busca de formas mais eficazes no tratamento da DCC 

e que sejam mais seguras para os animais. E, uma vez que a DCC possui grande semelhança à 

DA, este trabalho também pretende contribuir para os estudos da Doença de Alzheimer.  
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1 Caracterização da Disfunção Cognitiva Canina e seus aspectos clínicos 

 

 

Os avanços da Medicina Veterinária somados a fatores como o maior cuidado por 

parte dos proprietários dos animais de companhia, possibilitaram um aumento na expectativa 

de vida destes animais (NEILSON et al., 2001). Juntamente com o aumento desta taxa, ocorre 

uma elevação na incidência de doenças degenerativas (DE ALMEIDA et al., 2006). 

A Disfunção Cognitiva Canina é uma alteração neurodegenerativa que afeta cães 

geriátricos, sendo caracterizada por um declínio progressivo na função cognitiva do animal, o 

que resulta em deficiência de aprendizagem, memória, percepção espacial e alterações nos 

padrões de sono e interação social (TRAVANCINHA, 2014; LANDSBERG e MALAMED, 

2017). Segundo Seoane (2012), cães de raças grandes e gigantes podem ser considerados 

geriátricos a partir de 5 anos de idade, enquanto os de raças pequenas ou médias são estimados 

como de meia idade a partir dos 7 anos. Braz e colaboradores (2017), entretanto, consideram 

apenas cães acima de 8 anos de idade como animais idosos.   

Os sinais clínicos da DCC podem ser divididos em cinco categorias de 

comportamento e o acrônimo DISHA apresenta estes sinais: disorientation (desorientação), 

interaction changes (mudança na interação), sleep/wake disturbances (distúrbios no ciclo 

sono/vigília), house soiling (sujar a casa; relacionado ao fato do animal defecar e urinar em 

casa) e activity changes (mudança no nível de atividade). Alguns pesquisadores consideram a 

adição de mais um “a” no acrônimo, ficando assim como DISHAA. O último “a” refere-se à 

ansiedade aumentada em animais com DCC (LANDSBERG et al., 2003).  

Um animal com dificuldade em entrar e/ou sair de casa é um exemplo do fator 

desorientação; alteração na interação se refere a modificações no padrão de interação do animal, 

como deixar de cumprimentar seu tutor quando este retorna ao lar; alterações no ciclo 

sono/vigília podem ser exemplificadas como o animal que desperta com frequência à noite ou 

dorme de forma exagerada durante o dia; um animal que passa a defecar e urinar em casa, 

mudando um comportamento anterior de enviar sinais que precisava ir à rua, está apresentando 

a categoria “house soiling”; e a alteração no nível de atividade pode ser demonstrada, entre 

outras formas, em uma indisposição do animal em interagir com as pessoas ou menor interesse 

em se alimentar  (HORWITZ e NEILSON, 2008). 
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Segundo os estudos de Katina e colaboradores (2016), não há influência 

significativa do sexo, status reprodutivo, peso do animal, bem como do tipo de moradia, para a 

progressão da doença. Estes autores, entretanto, observaram pela primeira vez que a nutrição 

pode representar um fator para o desenvolvimento da DCC. Animais submetidos à dieta 

descontrolada, como ração comercial de baixa qualidade, apresentaram risco maior para 

desenvolvimento da DCC que  os animais submetidos à dieta controlada, como ração comercial 

de alta qualidade. 

A Doença de Alzheimer, encontrada com frequência em humanos idosos, é a forma 

mais comum de demência no ser humano. A DCC é uma patologia que possui fisiopatologia 

bastante semelhante à DA (ADAMS et al., 2000; BOWEN e HEATH, 2005), também sendo 

caracterizada como distúrbio multifatorial (KATINA et al., 2016). Assim, em função da idade, 

cães desenvolvem déficits cognitivos e neuropatologia semelhantes aos vistos no 

envelhecimento e demência humana (COTMAN et al., 2002; STUDZINSKI et al., 2005).  

Em 1990 já havia sido descrito sobre a possibilidade do uso de cães como modelo 

para o estudo da DA e ainda hoje a DCC é apontada como um bom modelo para estabelecer 

novas estratégias para a DA (WISNIEWSKI et al., 1990; GANDY et al., 2017). Para Head e 

colaboradores (2002), a evidência de dano oxidativo generalizado e deposição de Aβ é uma 

justificativa adicional para o uso do modelo canino para estudar o envelhecimento do cérebro 

humano e doenças neurodegenerativas.  

Segundo Bosch e colaboradores (2012), as semelhanças existentes entre essas duas 

patologias podem auxiliar a eficácia do uso de cães como modelo para estudos referentes à 

Doença de Alzheimer. Araujo e colaboradores (2011) também destacaram o cão como um bom 

modelo para o estudo de tratamentos voltados para a DA. Além disso, as semelhanças entre 

estas duas patologias também favorecem o uso de dados da literatura da Doença de Alzheimer 

para o estudo da DCC, uma vez que a literatura desta patologia canina ainda é escassa. 

 

 

2 Alterações bioquímicas e hipóteses etiológicas da Doença de Alzheimer 

 

 

A Doença de Alzheimer pode ser classificada como familiar (de origem hereditária) 

ou como esporádica, sendo esta última a mais comum (OCAMPO et al., 2015). A DA do tipo 

familiar ocorre por volta dos 40 anos, sendo também chamada de precoce. A DA do tipo 

esporádica ocorre ao redor de 60 anos, sendo também denominada de tardia (SMITH, 1999). 
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Muitas hipóteses vêm sendo levantadas ao longo do tempo para explicar a patogenia desta 

doença.  

Como destacado por Francis et al. (1999), a proposta sobre a contribuição da 

degeneração de neurônios colinérgicos e da perda da neurotransmissão colinérgica para a 

deterioração da função cognitiva na DA, faz parte da chamada “hipótese colinérgica da Doença 

de Alzheimer”, estudada por autores como Bartus e colaboradores (1982). Na metade da década 

de 80 também foi estudada a chamada “hipótese glutamatérgica”. E, segundo Greenamyre et 

al. (1988), a toxicidade  do glutamato poderia desempenhar um papel na patogênese da doença 

de Alzheimer. Em meados dos anos 90 é proposta a hipótese da cascata amiloide por Hardy e 

Higgins (1992). Segundo estes autores, a deposição de -amiloide seria o agente causador da 

DA.  

Alguns estudos também mostraram correlação entre íons metálicos e DA, bem 

como entre diabetes e DA (FALCO et al., 2016). Outras pesquisas vêm apresentando 

correlações da Doença de Alzheimer com outras condições, como determinadas infecções por 

bactérias e vírus (ASHRAF et al., 2019) e exposição a pesticidas (YAN et al., 2016). Segundo 

Wiseman e colaboradores (2015), a Síndrome de Down está associada a um risco muito maior 

do desenvolvimento da DA do tipo precoce. Segundo Krstic e Knuesel (2013), as condições 

inflamatórias crônicas podem representar um importante desencadeador da DA tardia por 

induzirem alterações no citoesqueleto (relacionadas à proteína tau) e comprometimento do 

transporte axonal. Os processos inflamatórios poderiam ser, segundo eles, o principal estressor 

celular após os 80 anos ou mais. 

 Estas correlações e hipóteses serão comentadas ao longo deste texto, mas 

atualmente a Doença de Alzheimer é considerada uma patologia multifatorial, assim como a 

DCC. Desta forma, considera-se que na DA haja presença de placas extracelulares compostas 

por -amilóide (A); emaranhados neurofibrilares intracelulares contendo proteína tau 

fosforilada; perda de neurônios colinérgicos do prosencéfalo basal que inervam regiões como 

hipocampo e córtex; entre outras alterações (ZHENG et al., 2002). A Doença de Alzheimer 

pode ser também considerada um transtorno neuroendócrino, onde tem sido nomeada de 

Diabetes tipo 3. Este termo se justifica por fatores como um metabolismo energético deficiente 

e menor expressão de genes codificadores da insulina (STEEN et al., 2005).  

Tanto em humanos com DA quanto em cães com DCC, à medida que o 

metabolismo mitocondrial torna-se deficiente e ocorrem déficits bioenergéticos, há maior 

produção de radicais livres e aumento da produção de peptídeo β-amilóide (A), que também 
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possui ação tóxica e que também prejudica ainda mais as mitocôndrias (CADONIC et al.,  2016; 

HEAD, 2013; BOWEN e HEATH, 2005;). A Figura 1A apresenta algumas alterações no 

metabolismo mitocondrial ocorridas na presença da DA e a Figura 1B apresenta a proposta de 

importação de Apara a mitocôndria por meio de translocases de membrana externa (TOM – 

Translocase of the Outer Membrane) e de membrana interna (TIM - Translocase of the Inner 

Membrane) feita por Cadonic e colaboradores (2016).  

 

 

 

Figura 1: A) Morfologia alterada das mitocôndrias e do espaço sináptico e redução do nível de transporte axonal mitocondrial 

na presença da Doença de Alzheimer. B)  Mitocôndria no estado de doença: translocação de Aβ para a mitocôndria através dos 

complexos TOM e TIM. Aβ na mitocôndria infuenciando complexo IV da Cadeia Transportadora de Elétrons,efluxo de cálcio 

e causando mutação do mtDNA (DNA mitocondrial). (Modificado de Cadonic e colaboradores, 2016). 

 

 

Serrão e colaboradores (2011) também destacaram em seu trabalho que distúrbios 

bioquímicos decorrentes da formação das placas senis pelos agregados de peptídeo A 

provocam estresse oxidativo, inflamação, citotoxicidade e apoptose, culminando em 

neurodegeneração.  

Anteriormente, muitos estudos relacionavam depósitos insolúveis de placas -

amilóides com o Alzheimer. Mais recentemente tem sido mostrado que oligômeros solúveis são 
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a principal causa de disfunção sináptica e neurodegeneração.  Segundo Meneghetti (2014), o 

peptídeo -amilóide parece não exercer efeito tóxico quando em forma monomérica. A 

polimerização destes monômeros forma oligômeros e posteriormente protofibrilas e fibrilas que 

possuem efeito neurotóxico. Os oligômeros deste peptídeo se ligam a terminais sinápticos, 

desencadeando a falência sináptica (DECKER, 2010). 

 Estes oligômeros são capazes de interagir com diversas proteínas como, por 

exemplo, receptores glutamatérgicos do tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA), localizados nas 

membranas neuronais. Uma vez que estes receptores estão envolvidos com processos como 

aprendizagem e memória, tem sido mostrado que os mesmos podem desempenhar papel 

significativo na execução da disfunção sináptica e da morte neuronal desencadeada por A. A 

DA está ainda associada ao aumento da perda dos neurônios glutaminérgicos. A disfunção 

destes neurônios aumenta a frequência da despolarização da membrana pós-sináptica e reduz a 

detecção dos sinais fisiológicos mediados pelo receptor de NMDA. Vale ressaltar que a 

excessiva ativação destes receptores promove alteração da homeostase de cálcio e tal alteração 

é importante para iniciação do processo de apoptose dos neurônios (DANYSZ e PARSONS, 

2012; PEREIRA e SANTOS, 2014; FALO et al., 2016, BRASIL, 2017). 

Diversos estudos têm mostrado também que íons metálicos endógenos, como cobre 

(II) e ferro (III), podem contribuir para a agregação de A, aumentando a estabilidade deste 

depósito e a sua toxicidade, contribuindo também para aumento do estresse oxidativo a nível 

cerebral (HANE et al., 2013; FALCO et al., 2016). Além de metais fisiológicos, também tem 

sido apresentado o impacto de metais tóxicos - como o chumbo - na amiloidogênese. O chumbo 

se mostrou, por exemplo, capaz de aumentar a expressão da proteína precursora de amiloide 

(APP) (BASHA et al., 2005). A formação de A a partir do APP ocorre através da ação de 

enzimas secretases  e ). Expressa de forma constitutiva, a função fisiológica de APP ainda 

não foi completamente elucidada (KREUTZ, 2010). Vale ressaltar que APP pode ser usada 

também como substrato por -secretases e, neste caso, não levará à formação de peptídeo 

A(ZINSER et al. 2007). 

A hiperfosforilação da proteína Tau também tem destaque na patogenia da Doença 

de Alzheimer. Como afirmam Busche e colaboradores (2019), a coexistência de A com 

emaranhados neurofibrilares de Tau está ligada às falhas do Sistema Nervoso e ao declínio 

cognitivo da DA.  

Travancinha (2014) em seus estudos sobre DCC destaca que existem evidências de 

que a progressão da Disfunção Cognitiva também esteja associada a aumento da 
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hiperfosforilação da proteína Tau.  A proteína Tau é componente essencial dos microtúbulos, 

onde se encontra em estado polimerizado. A estabilidade do polímero depende do grau de 

fosforilação da Tau, tornando-se mais instável quanto mais fosforilada estiver a proteína. 

Consequentemente, a hiperfosforilação da Tau relaciona-se com menor estabilidade do 

citoesqueleto, favorecendo a morte neuronal. Evidências indicam que o acúmulo de A podem 

iniciar a fosforilação de Tau (FORLENZA e GATTAZ, 1998; ZHENG et al., 2002). Nas placas 

formadas no cérebro de cães e humanos com estas patologias observa-se substância Aβ e 

proteína Tau, contudo, as organizações e distribuições destas substâncias diferem entre as 

espécies (TRAVANCINHA, 2014). Um modelo desta distribuição na DA é mostrado na Figura 

2. 

 

 

 

Figura 2: Placas -amilóides e Tau no cérebro. Placas -amilóide (marrom) se acumulam entre neurônios no cérebro com 

Alzheimer. Emaranhados de proteína tau (azul) dentro dos neurônios. Fonte: 

https://www.flickr.com/photos/nihgov/38686503251/in/photostream/ - National Institute on Aging. 

 

 

O acúmulo de peptídeo A gera diversos danos aos neurônios, mas também é 

bastante prejudicial aos astróctios. Segundo Diniz e colaboradores (2017), os oligômeros A 

(AOs) interagem com os astrócitos, ativam estas células e desencadeiam a geração anormal 

de espécies reativas de oxigênio acompanhada de comprometimento do potencial de 

neuroproteção destas células in vitro. Os astrócitos controlam o balanço entre sinais excitatórios 

e inibitórios e para desempenho desta função tem-se a liberação do fator transformador de 

crescimento beta-1 (TGF-1) (DINIZ et al., 2014). Diniz e colaboradores (2017) sugerem que 

TGF-1 seja parte de um mecanismo endógeno que protege as sinapses contra os AOs. 

Alterações histopatológicas; danos no DNA; alterações vasculares, neuronais e 

gliais; redução no número de neurônios; aumento do volume ventricular cerebral; depósitos 

https://www.flickr.com/photos/nihgov/38686503251/in/photostream/
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neurotóxicos, incluindo lipofuscina e ubiquitina; calcificação das meninges; bem como uma 

resposta inflamatória em torno das placas Aβ também são observadas em cães com DCC 

(BORRÀS et al., 1999; HORWITZ e NEILSON, 2008; VASCONCELLOS et al., 2013). Tanto 

na DCC quanto na DA também ocorre diminuição ou desequilíbrio nos níveis de 

neurotransmissores como acetilcolina, serotonina, norepinefrina e dopamina. O declínio na 

acetilcolina, por exemplo, está relacionado ao comprometimento cognitivo, uma vez que a 

mesma  tem uma função estimulante do SNC e um papel fundamental na ativação das áreas de 

memória e aprendizagem (DEWEY e COSTA, 2015; RUEHL e HART, 1998; HEIBLUM et 

al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2013; FOIDL et al., 2016) 

 

 

3 Sistema de neurotransmissão colinérgica 

 

 

A aceticolina, mediador químico de sinapses, é sintetizada pela enzima colina-o-

acetil-transferase a partir de acetil-coenzima A e colina. As fontes de colina para a síntese de 

ACh provém da circulação, além da sua recaptação após a liberação e degradação desse 

neurotransmissor. Após sua síntese, a ACh pode ser transportada e armazenada em vesículas 

sinápticas. A ACh pode se ligar a receptores nicotínicos ou muscarínicos e sua hidrólise é 

realizada por enzimas colinesterases (JONES et al., 2012; VENTURA et al., 2010). A 

representação de uma hipotética sinapse colinérgica é apresentada na Figura 3.  
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Figura 3: Representação de uma hipotética sinapse colinérgica com receptores muscarínicos (M1, M2, M3, M4 e M5) - que 

fornecem respostas sinápticas mais lentas - e nicotínicos (7 e 42) - que medeiam a transmissão sináptica rápida. A 

acetilcolina (ACh) é sintetizada nos neurônios colinérgicos pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) através da transferência 

de acetil-CoA para colina. Colina é captada por transportadores de colina de alta afinidade (ChT). ACh é empacotada em 

vesículas sinápticas pelo transportador de acetilcolina vesicular (vAChT) e após ativação neuronal pode se ligar a receptores 

ou ser inativada por colinesterases (AChE ou BChE). Neste último caso, a colina gerada será transportada através dos 

transportadores ChTs, onde pode novamente ser utilizada para síntese de acetilcolina (JONES et al., 2012).  
 

 

Os receptores nicotínicos medeiam uma transmissão excitatória rápida. Esses 

receptores são constituídos por cinco subunidades proteicas e estão distribuídos em vários 

tecidos, incluindo o cérebro e o tecido muscular. Além disso, envolvem-se com aspectos 

importantes da função cognitiva, incluindo atenção, aprendizagem e memória. Os receptores 

muscarínicos também estão envolvidos no controle destas funções cognitivas e relacionam-se 

também com respostas emocionais, na modulação do estresse, no sono e na vigília. Ademais, 

são importantes na redução da frequência e força da contração cardíaca, relaxamento de vasos 

sanguíneos periféricos e constrição das vias respiratórias (VENTURA et al., 2010; LEVIN  e 

SIMON, 1998). 

Redução tanto na quantidade de receptores colinérgicos quanto na sinalização 

induzida por esses receptores tem sido observada em regiões específicas no cérebro de pacientes 

com DA. Isso tem mostrado influência sobre memória, aprendizado, atenção e outros processos 

cognitivos (SULTZER et al., 2017; VENTURA et al., 2010; SHIMOHAMA et al., 1986). 

Araujo e colaboradores (2011) também apontam que há evidências de hipofunção colinérgica 

em pacientes com DDC. 

Segundo Giacobini (2003), estudos in vitro e in vivo têm demonstrado interação 

entre a ativação colinérgica e o metabolismo da proteína precursora de amilóide. A redução na 
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neurotransmissão colinérgica leva ao metabolismo amiloidogênico e contribui para a 

neuropatologia, segundo Giacobini (2003). 

No sistema nervoso central (SNC) existem dois tipos de colinesterases, enzimas que 

hidrolisam a acetilcolina: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). A AChE é 

codificada por um gene no cromossomo 7 (7q22), enquanto a BChE é codificada por gene no 

cromossomo 3 (3q26.1-3q26.2) (MESULAM et al., 2002).  

As colinesterases emergiram de uma família de enzimas e proteínas ausente em 

plantas e presente em animais multicelulares. Em vertebrados, a duplicação que levou à AChE 

e BChE é considerada um evento antigo, anterior à divisão dos osteíctes (PEZZEMENTI e 

CHATONNET, 2010). 

Estas enzimas possuem um sulco ativo de 20 A de profundidade e 4 A de largura, 

onde a acetilcolina entra. No cérebro de uma pessoa saudável, AChE é responsável por 80% da 

atividade colinesterásica, enquanto BChE  fica com 20%. Com o avanço da DA, a atividade de 

AChE pode ter um decréscimo de 55%, ao passo que a atividade de BChE pode ter um 

significativo aumento. A taxa dessas enzimas pode ter um papel importante na progressão da 

doença (BONO, 2014; MIKICIUK-OLASIK et al., 2007). 

A AChE hidrolisa preferencialmente ésteres com grupamento acetil, como a 

acetilcolina. A BChE pode hidrolizar outras partículas, incluindo peptídeos neuroativos. O 

substrato butirilcolina, embora seja um substrato facilmente hidrolisado pela BChE, não é um 

substrato fisiológico em cérebros de mamíferos (BONO, 2014; MIKICIUK-OLASIK et al., 

2007; GIACOBINI, 2001).  

A AChE é encontrada em locais como o cérebro, junção neuromuscular, eritrócitos 

e linfócitos. Por outro lado, a BChE é encontrada no plasma, rins, fígado, intestino, pulmão e 

cérebro. No plasma ou mesmo no soro também há uma baixa atividade de AChE. Entretanto, 

como a atividade de BChE é mais alta neste local, há grande dificuldade em se fazer a dosagem 

da atividade de AChE nestes líquidos biológicos (YAMAMOTO et al., 1990; GIACOBINI, 

2001; COSTA, 2014). Devido à alta concentração de BChE no plasma, acredita-se que esta 

enzima tenha função protetora a partir da hidrólise de agentes tóxicos ou na eliminação de 

acetilcolina do sangue (QUEZADA, 2013). 

A AChE e a BChE se apresentam em duas formas moleculares: globular (G1, G2 e 

G4) e assimétrica (A4, A8 e A12). A forma globular se apresenta como monômero (G1), dímero 

(G2) ou tetrâmero (G4) de subunidades catalíticas em uma montagem homomérica. Estas 

podem ser solúveis ou ancoradas à membrana por sequências de aminoácidos hidrofóbicos. A 
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forma G4 é a mais predominante no SNC e a forma G1 apresenta-se em menor quantidade no 

cérebro. A forma assimétrica, por sua vez, apresenta-se em uma montagem heteromérica das 

subunidades estrutural e catalítica, onde tetrâmeros catalíticos estão ligados através de pontes 

dissulfeto e uma subunidade estrutural colagênica. O A4 possui 1 tetrâmero, o A8 possui 2 e o 

A12 possui 3 tetrâmeros (NORDBERG et al., 2013; COSTA, 2014).  

O sítio ativo de AChE apresenta-se como uma cavidade (Figura 4) contendo 

diferentes subsítios: um esterásico, um subsítio aniônico, um subsítio aniônico periférico 

(PAS), além de uma cavidade oxiânion e uma bolsa acil. O subsítio aniônico tem como funções 

a atração e o posicionamento do substrato, enquanto o subsítio esterásico é responsável pela 

quebra da ligação éster.  

 

  

 

Figura 4: Estrutura tridimensional da AChE de Torpedo californica. A estrutura é apresentada como um diagrama de fitas, 

com o N-terminal abaixo à esquerda e o C-terminal acima à direita. A entrada da cavidade do sítio ativo apresenta-se no topo, 

onde o resíduo-chave do sítio aniônico periférico, triptofano 279, está presente. O resíduo-chave no subsítio aniônico, 

Triptofano 84, é representado em roxo. Serina 200 (pertencente ao subsítio esterásico) é representado em vermelho. 

Fenilalanina 288 e fenilalanina 290, que delineiam a bolsa acil, são representados em preto (SILMAN e SUSSMAN, 2005). 

 

 

Como mostrado na Figura 4, o subsítio esterásico situa-se no fundo da cavidade 

(também chamado de gorge). Este sítio apresenta uma tríade catalítica de Ser 200, His 440 e 

Glu 327 em Torpedo californica (Figura 5). As posições dos resíduos podem sofrer variações 

interespecíficas (LINHARES, 2014; ALMEIDA, 2015). 
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Figura 5: Tríade catalítica do sítio ativo de AChE de Torpedo californica (VIEGAS JR et al., 2004). 

 

 

O sítio ativo de AChE contém 14 aminoácidos aromáticos e uma longa e estreita 

cavidade hidrofóbica que conecta a tríade catalítica ao PAS.  

A bolsa acil desta enzima contém resíduos de Trp233, Phe288, Phe290 e Phe331. 

A cavidade oxiânion é formada pelos resíduos de Gly118, Gly119 e Ala201. O subsítio aniônico 

contém os resíduos de Trp84, Tyr130, Glu199, Gly441 e Ile444. O PAS contém os resíduos de 

Asp72, Tyr121, Ser122, Trp279, Phe330 e Tyr334 (LINHARES, 2014; ALMEIDA, 2015). 

Alguns dos resíduos de aminoácidos desta enzima são apresentados na Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Sítio ativo de acetilcolinesterase de Torpedo californica (BADJA et al., 2013). 
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O sítio aniônico atrai fortemente o nitrogênio quaternário carregado positivamente 

da ACh. A ACh, já dentro da cavidade, sofre o ataque nucleofílico da serina, desprotonada pela 

histidina, ao seu carbono carbonílico, gerando um intermediário tetraédrico estabilizado por 

ligações de H e pelo glutamato. Desta forma, há formação de serina acetilada e liberação de 

colina. Posteriormente o grupo acetila é desligado pelo ataque nucleofílico da água havendo a 

formação do segundo intermediário tetraédrico com liberação de  ácido acético e regeneração 

do sítio ativo (Figura 7) (VIEGAS JR et al., 2004; LINHARES, 2014). 

 

 

 

Figura 7: Mecanismo de hidrólise da acetilcolina (Santos et al., 2007). 

 

 

Segundo Sberna e colaboradores (1997), a atividade desta enzima é aumentada em 

torno das placas amilóides de pacientes com DA. Arendt e colaboradores (1992) mostraram, 

por sua vez, que há um aumento na forma G1 de AChE e BChE em diferentes regiões cerebrais. 

E, de acordo com estes autores, este aumento está relacionado à densidade de placas neuríticas 

que são reativadas por ambas enzimas. Por outro lado, também demonstraram uma redução 

seletiva na forma G4 de AChE. Corroborando este último resultado, os estudos de Ogane e 

colaboradores (1992) apresentaram redução maior que 70% da forma G4 ligada à membrana 

em pacientes com DA. Giacobini (2001) também afirma que no cérebro de pacientes com DA 

ocorre declínio progressivo da atividade de AChE, ao passo que a atividade de BChE é elevada.  
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Bono (2014) relatou que no cérebro destes pacientes a atividade da BChE está 

aumentada, sendo encontrada nas placas senis e nos emaranhados neurofibrilares. Em seu 

estudo, o autor também mostrou que a atividade plasmática da BChE é, em contrapartida, 

significativamente menor nos pacientes com DA, sendo que a presença da doença parece ser o 

principal fator de influência nessa redução. O autor acrescenta ainda que a atividade de BChE 

diminui com a progressão da DA.  

 

 

4 Antioxidantes 

 

 

Radicais livres são átomos ou moléculas que apresentam um ou mais elétrons não-

pareados, como o ânion superóxido (O2 •-), a hidroxila (• OH) e a lipoperoxila (LOO• ). As 

principais espécies reativas do oxigênio (EROs), nitrogênio e cloro compreendem o peróxido 

de hidrogênio, o ácido hipocloroso e o óxido nítrico e o ânion peroxinitrito que, em excesso, 

estão associadas a lesões celulares como a peroxidação de lipídios e oxidação de proteínas 

(SILVA e FERRARI, 2011). Segundo Giordano et al. (2014), a formação de EROs pode ser 

uma resposta precoce induzida pelo peptídeo Aβ e desempenha um papel significativo na 

condução da patogênese celular.   

As células, entretanto, possuem um sistema de defesa antioxidante bastante 

eficiente que pode atuar antes mesmo que ocorra a lesão, como é o caso da proteção oferecida  

por glutationa reduzida (GSH), superóxido-dismutase, catalase, glutationa peroxidase (GPx), 

vitamina E e outras moléculas. Neste sistema de defesa existem ainda agentes que auxiliam na 

reparação das lesões – como é o caso, por exemplo, do  ácido ascórbico (FERREIRA e 

MATSUBARA (1997). Alguns antioxidantes são apresentados na Figura 8. 
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Figura 8: Catalase (CAT) degrada peróxido de hidrogênio (H2O2) e glutationa peroxidase (GPx) degrada H2O2 e 

hidroperóxidos (ROOH), neste útimo caso gerando alcoóigs. Glutationa oxidada (GSSG) é reduzida gerando GSH por ação da 

glutationa redutase (GR) na presença de NADPH. Por mediação de glutationa S-tranferase (GST), GSH se conjuga com 

compostos endógenos e xenobióticos (X). GSH também é capaz de  reagir de forma não enzimática com superóxido (O2 •-), 

óxido nítrico (NO), radical hidroxila (• OH) e com peroxinitrito (ONOO-) (AOYAMA e NAKAKI, 2012). 

 

 

 

4.1 Catalase 

 

 

A catalase é uma enzima antioxidante intracelular que catalisa a reação do peróxido 

de hidrogênio à água e ao oxigênio, como mostra a Figura 9. A catalase é encontrada 

predominantemente no interior das células nos peroxissomas, mas pode também ser encontrada 

livre no citoplasma e nos fagolisossomos. Sua presença evita o acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que podem ocasionar diversos danos a estruturas celulares, incluindo lipídios, 

proteínas e DNA (SILVA e GONÇALVES, 2010; VALKO et al., 2007).  

 

 

 

Figura 9: Reação de degradação do peróxido de hidrogênio através da catalase (LOVEBIOLOGY, 2016). 
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As catalases (EC 1.11.1.6) são classificadas em quatro grupos principais: enzimas 

monofuncionais clássicas ou típicas (tipo A), catalase-peroxidases (tipo B), catalases não-heme 

(tipo C) e proteínas diversas com atividade catalática menor (tipo D). A quebra do peróxido de 

hidrogênio é a atividade predominante das catalases clássicas. Essas catalases são divididas em 

2 subgrupos: um contendo subunidades pequenas (55 a 69 kDa) com heme B associado, e outro 

contendo subunidades grandes (75 a 84 kDa) com heme D associado. As catalases clássicas são 

ativas principalmente como tetrâmeros. Outras formas já foram relatadas, mas não foram 

caracterizadas de forma conclusiva. Estão presentes em animais, vegetais, bactérias, 

arqueobactérias, fungos e protistas. As catalases do tipo B, por sua vez, não são encontradas em 

plantas nem animais. Tanto as catalases do tipo A quanto as do tipo B possuem grupamento 

heme. A catalase do tipo C possui um centro binuclear de manganês no sítio ativo, ao invés do 

grupo heme. As enzimas do grupo D são compostas de diversas proteínas que contém grupo 

heme e possuem um baixo nível de atividade catalática (BELO e SOUZA, 2016; NICHOLLS 

et al., 2000).  

Nakamura e colaboradores (1998) fizeram um estudo comparativo entre catalases 

presentes em eritrócitos caninos e humanos, e nele encontraram bastante semelhança entre 

ambas, inclusive na sequência de aminoácidos. Entretanto, segundo os autores, a atividade de 

catalase em hemolisado de cães é cerca de 30 vezes menor do que em humanos. 

A deficiência de catalase em eritrócitos é uma condição genética rara de caráter 

autossômico recessivo que pode estar presente em humanos e também em animais, como os 

cães (RODRIGUES E BARBONI, 1998; NAKAMURA et al., 2000). Tanto na acatalasemia 

humana quanto na canina foi encontrada substituição de nucleotídeos nas regiões codificantes 

do gene (OGATA et al., 2009). A deficiência desta enzima antioxidante parece estar relacionada 

a outras patologias, como a diabetes mellitus (GOTH et al., 2016).  

Segundo Sofic e colaboradores (2015) e Cristalli e colaboradores (2012), a DA pode 

provocar alterações significativas na atividade de catalase, tanto a nível cerebral quanto a nível 

sanguíneo. Schrag e colaboradores (2013), entretanto, mostraram haver divergência entre 

resultados encontrados por diferentes autores avaliando a infuência da DA na atividade 

eritrocitária desta enzima antioxidante. 

Trabalhos anteriores demonstraram benefícios de dietas ricas em antioxidantes em 

pacientes com DA (COTMAN et al., 2002; SIWAK et al., 2008; COTMAN e HEAD, 2008). O 

uso de antioxidantes nos estudos de Cotman e colaboradores (2002) sobre disfunção cognitiva 
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também resultou em uma melhora significativa na capacidade de cães idosos em aprender 

tarefas. 

 

 

4.2 Glutationa S-transferase 

 

 

Biotranformação é o processo em que substâncias – como fármacos e toxinas – 

passam por reações bioquímicas específicas, sendo que cada etapa tem a participação de 

seqüências enzimáticas altamente ordenadas. Os metabólitos resultantes deste processo são 

geralmente mais polares que as substâncias que os originaram. Estas enzimas podem ser 

divididas em dois grupos: enzimas de fase I e enzimas de fase II (AUDI e PUSSI, 2000; COSTA 

et al., 2004). As enzimas de fase I agem sobre moléculas exógenas introduzindo grupamentos 

mais polares de modo a facilitar a excreção das mesmas. Enquanto isso, as enzimas de fase II 

ou enzimas de conjugação, como a glutationa S-transferase, são responsáveis pela conjugação 

de co-substratos (moléculas endógenas) a seus substratos causando também o aumento da 

polaridade dos mesmos e, consequentemente, facilitando sua excreção. 

As GSTs possuem alta especificidade pela glutationa reduzida, que funciona tanto 

como substrato, quanto como um cofator para esta enzima. A presença do grupo sulfidrila na 

estrutura da GSH é fundamental para a capacidade redutora da mesma. A GST funciona como 

catalisadora da conjugação deste grupo sulfidrila com grupos eletrofílicos presentes, por 

exemplo, em xenobióticos. As GSTs  atuam também na excreção de substâncias endógenas 

protegendo as células contra toxicidade química e estresse em diferentes tecidos, além de ser 

importante na ativação de sinais para apoptose celular e sobrevivência das células (RAZA, 

2011; TORRES et al., 2004; FREITAS et al., 2008).  

Embora a classificação das GSTs seja complexa e sujeita à discussão, como 

afirmam Freitas e colaboradores (2008), estas enzimas são categorizadas em citosólicas, 

microssomais e mitocondriais. As GSTs citosólicas são ainda distribuídas em diferentes classes, 

como mostra a Figura  10. 
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Figura 10: Diferentes classes de glutationa S-transferase (adaptado de KUMAR e TRIVEDI, 2018). 

 

 

Nos animais, as GSTs estão presentes principalmente no fígado, órgão principal 

para ocorrência da biotransformação. Entretanto, a GST também pode ser encontrada na bexiga 

urinária, no estômago, no intestino, no cérebro, no sangue, entre outros tecidos (CHICO e 

LISTOWSKY, 2004; PRABHU et al., 2005). 

A glutationa é um tripeptídeo constituído de glutamato, cisteína e glicina. A 

depleção desta molécula a nível cerebral é considerada um sinal pré-clínico em doenças 

neurodegenerativas relacionadas à idade (AOYAMA e NAKAKI, 2012). E, segundo Saharan 

e Mandal (2014), a interrupção na homeostase de GSH pode contribuir para a patologia da DA. 

Segundo Panza e colaboradores (2009) e Pocernich e Butterfield (2012), a atividade de GST no 

hipocampo também é reduzida em doenças como a DA. Por outro lado, os resultados de Sultana 

e Butterfield (2004) mostraram aumento do nível de GST cerebral na DA. Oliveira e 

colaboradores (2016) desenvolveram um biosensor capaz de detectar a reação entre GSH e GST 

e, segundo Freire (2016), uma vez que este dispositivo detecta moléculas relacionadas com a 

DA, pode vir futuramente a ser utilizado em seu diagnóstico.  

Embora diversas pesquisas relacionem polimorfismos em GST com o risco para a 

DA, a meta-análise realizada por Wang (2015) sugeriu não haver  associação entre 

polimorfismos  das  diferentes GSTs estudadas (GSTM1, GSTT1, GSTM3, GSTP1, GST01) e 

o risco para esta doença.  

Apesar das discrepâncias encontradas em estudos que relacionam a DA e as 

enzimas aqui destacadas - acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, catalase e glutationa S-

transferase -, é possível notar forte indício de que esta doença pode influenciar e/ou ser 

influenciada pela atividade das mesmas. Desta forma, o presente trabalho se baseia nestas 
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atividades enzimáticas para contribuir nos estudos sobre formas de tratamento e de diagnóstico 

mais eficazes para a DCC e também para a DA.   
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CAPÍTULO I 

 

 

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE ENZIMAS SANGUÍNEAS NA 

PRESENÇA DE DIFERENTES ESTÁGIOS DA DCC 
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RESUMO 

 

A Disfunção Cognitiva Canina (DCC) é uma patologia com diagnóstico principalmente clínico, 

sendo frequente a ocorrência de diagnósticos bastante tardios. Desta forma, este capítulo teve 

como objetivo o estudo da influência da DCC sobre enzimas sanguíneas, visando a busca de 

biomarcadores que possam facilitar este diagnóstico. Alterações em enzimas que hidrolisam 

acetilcolina [acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE)] e em enzimas 

antioxidantes [como catalase e glutationa S-transferase (GST)] têm sido demonstradas na 

Doença de Alzheimer em alguns estudos. Assim, as atividades destas enzimas no sangue de 48 

cães divididos em 5 grupos (controle; risco para DCC; DCC leve; DCC moderada; e DCC 

avançada) foram analisadas. As atividades enzimáticas de colinesterases foram avaliadas pelo 

método de Ellman (1961); as atividades de catalase pelo método de Nelson e Kiesow (1972); e 

as atividades de GST pelo método de Habig (1974). Não houve diferença significativa entres 

as atividades destas enzimas nos cinco diferentes grupos estudados, entretanto foi possível 

observar alteração nas atividades médias de colinesterases (utilizando acetiltiocolina como 

substrato), catalase e GST. Desta forma, é possível sugerir que, embora estas enzimas não sejam 

a princípio apropriadas como biomarcadores da DCC, elas podem futuramente vir a ser usadas 

como ferramenta de auxílio na análise da evolução da doença e na avaliação da resposta ao 

tratamento utilizado. Para que isto ocorra, é necessário o avanço dos estudos destas enzimas em 

animais portadores desta disfunção. 

Palavras-chave: biomarcadores; colinesterases; antioxidantes. 
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ABSTRACT 
 

The Canine Cognitive Dysfunction (CCD) is a pathology with mainly clinical diagnosis, being 

frequent the occurrence of diagnoses quite late. Thus, this chapter aims to study the influence 

of CCD on blood enzymes, aiming the search for biomarkers that may facilitate this diagnosis. 

Changes in enzymes that hydrolyze acetylcholine [acetylcholinesterase (AChE) and 

butyrylcholinesterase (BChE)] and in antioxidant enzymes [such as catalase and glutathione S-

transferase (GST)] have been demonstrated in Alzheimer’s Disease in some studies. Thus, the 

activities of these enzymes in the blood of 48 dogs divided into 5 groups (control, risk for CCD, 

mild CCD, moderate CCD, and severe CCD) were analyzed. The enzymatic activities of 

cholinesterases were evaluated by the method of Ellman (1961); catalase activities by the 

method of Nelson and Kiesow (1972); and the GST activities by the method of Habig (1974). 

There was no significant difference between the activities of these enzymes in the five different 

groups studied, however, it was possible to observe alterations in the average activities of 

cholinesterases (using acetylthiocoline as substrate), catalase and GST. In this way, it is possible 

to suggest that, although these enzymes are not at first appropriate as biomarkers of CCD, they 

can be used as an aid in the analysis of the disease evolution and in the evaluation of the 

response to the treatment used. For this to occur it is necessary to advance the studies of these 

enzymes in animals with this dysfunction. 

 

Keywords: biomarkers; cholinesterases; antioxidants 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

 

Diversos estudos têm sido realizados com o objetivo de contribuir para o 

diagnóstico da DCC. Atualmente, a dificuldade em se identificar alterações neurológicas e 

neuroquímicas nas estruturas cerebrais tem feito com que o diagnóstico desta disfunção muitas 

vezes se baseie na identificação das alterações comportamentais dos pacientes 

(TRAVANCINHA, 2014). Desta forma, questionários com perguntas pertinentes feitas aos 

tutores – que avaliam a qualidade do sono, as alterações no comportamento do animal, entre 

outros fatores (PANTOJA, 2010) - têm sido bastante utilizados.  

Novos trabalhos no ramo da Medicina Veterinária vêm discutindo as desvantagens 

de se utilizar os questionários como único meio para o  diagnóstico, por se tratarem de medidas 

subjetivas. Chapagain e colaboradores (2018), por exemplo, sugerem o uso de questionários 

junto de testes neuropsicológicos, onde se pode avaliar, entre outras condições, a memória do 

animal e a aprendizagem espacial. Outros testes que podem ser utilizados são o teste de 

interação com humanos e o teste do espelho, que permite avaliar a reação do animal ao seu 

reflexo. No estudo de Siwak (2002), cães com DCC tiveram uma reação mais prolongada ao 

seu reflexo que cães sem a disfunção.  

Outros exames utilizados para auxiliar o diagnóstico desta patologia são as 

avaliações neurológicas e os exames laboratoriais, que também são importantes para 

diagnósticos diferenciais como de neoplasias cerebrais e meningoencefalite granulomatosa. 

Também podem ser utilizados os exames de imagem, como radiografia, ecografia, tomografia 

computorizada (TC) e ressonância magnética (RM). Para o diagnóstico de DCC são destacados 

os dois últimos (TRAVANCINHA, 2014). Estudos recentes têm buscado novas alterações de 

imagem que podem ser encontradas em animais com DCC, como a avaliação da adesão 

intertalâmica estudada por Noh e colaboradores (2017). Segundo estes autores, os resultados 

por eles encontrados apoiam o uso de parâmetros como a espessura da adesão intertalâmica na 

análise da atrofia cerebral em cães com DCC.  

Atualmente ainda faltam ferramentas de diagnóstico que possam garantir a presença 

da doença ou fornecer uma identificação precoce de seus sinais. Assim, um diagnóstico 

definitivo desta patologia apenas pode ser obtido através de uma análise histopatológica do 

tecido cerebral, após necropsia do animal (HEATH, 2002; PINEDA et al., 2014).  

O diagnóstico da DA se faz de forma semelhante ao da DCC, sendo também um 

diagnóstico do tipo clínico, como destaca a Associação Brasileira de Alzheimer (ABRAz) 
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(2019). Também é comum o uso de testes cognitivos e questionários, como o Questionário de 

Atividades Funcionais Pfeffer (PFEFFER et al, 1982). Este questionário consiste em 10 

questões abrangendo a independência funcional do indivíduo dentro de atividades do dia-a-dia, 

com quatro possibilidades de respostas cada, pontuadas de 0 a 3. A pontuação máxima do 

instrumento é de 30 pontos, indicando maior dependência funcional. Por exemplo: “Ele 

manuseia seu próprio dinheiro?” A pontuação zero seria para resposta “normal” e a pontuação 

3 para a resposta “não é capaz”. Também são usados diferentes tipos de exames 

complementares como a tomografia computadorizada, a ressonância magnética, exame do 

líquido cefalorraquidiano e estudo genético (GONÇALVES e CARMO, 2012). 

Embora o diagnóstico clínico da DA seja fundamental, é importante salientar que 

há fases na doença onde não há evidência de sintomas cognitivos. Assim, são reconhecidos três 

estágios para a DA: 1- fase pré-clínica (sem manifestação de sintomas clínicos); 2 - 

comprometimento cognitivo leve (presença de sintomas cognitivos leves); 3 – demência da 

Doença de Alzheimer (comprometimento mais evidente) (CARLETTI-CASSANI, 2019; 

MCKHANN  et al., 2011). Desta forma, faz-se necessário o uso de outras formas de diagnóstico 

além do estudo de sinais clínicos. Como afirmam Gonçalves e Carmo (2012), é possível um 

diagnóstico mais precoce através do uso de exames de imagem e do estudo de biomarcadores.   

Quanto ao uso de marcadores biológicos, a ABRAz já destaca o uso de A e da 

proteína Tau fosforilada no líquor, como forma de auxiliar um diagnóstico mais preciso para a 

DA. Entretanto, a Associação também aponta que a alteração das concentrações destes 

marcadores por si não garante o diagnóstico desta doença. Estas alterações precisam ser 

correlacionadas com os sintomas clínicos (ABRAZ, 2019). Vale ressaltar, entretanto, que as 

pesquisas de biomarcadores para a DA vêm avançando bastante ao longo do tempo, bem como 

outras formas complementares a este tipo de diagnóstico como, por exemplo, o uso de redes 

neurais convolucionais (RNC). RNC são redes neurais artificiais utilizadas para processamento 

e análise de imagens digitais. Segundo Folego (2018), este tipo de ferramenta pode reduzir a 

dificuldade da identificação de biomarcadores estruturais da DA em imagem por RM. 

Os biomarcadores são substâncias biológicas capazes de indicar presença ou início 

de um determinado distúrbio, podendo auxiliar no diagnóstico precoce e no estabelecimento de 

padrões para o desenvolvimento de novos tratamentos (RACHAKONDA et al., 2004). Dentre 

os biomarcadores estudados na DA também é possível citar, além da proteína tau fosforilada 

ou de agregados de peptídeo A (RACHAKONDA et al., 2004), determinados microRNAs que 

podem estar desregulados ou a redução a nível plaquetário de ADAM10 em pacientes com DA. 
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A ADAM10 é uma α-secretase que cliva a APP através do caminho não amiloidogênico, 

inibindo, desta forma, a produção do peptídeo Aβ na DA (MORALLES, 2016).  

Outros biomarcadores estudados são metabólitos que podem ser analisados através 

de espectroscopia de prótons, como o N-acetilaspartato (NAA). Este metabólito pode se mostrar 

reduzido em pacientes com DA, segundo Azevedo e colaboradores (2005). Estudos genéticos 

também têm demonstrado a relação direta entre a DA e mutações em genes - como o gene 

codificador de APP e genes da presenilina 1 e 2 – e presença de polimorfismo do gene que 

codifica  a apolipoproteína E (STARLING, 2012). Segundo Caramelli e colaboradores (2011), 

entretanto, a genotipagem da apolipoproteína E ou de outros polimorfismos de susceptibilidade 

não é recomendada com finalidade diagnóstica ou para risco de desenvolvimento da DA. 

Quanto ao uso de biomarcadores para o diagnóstico de DCC, González-Martínez e 

colaboradores (2011) realizaram um estudo com o objetivo de comparar os níveis de Ano 

plasma de cães com e sem DCC. Os resultados obtidos revelaram que os níveis desta substância 

no plasma diferem com a idade e mostram também correlação com o grau e intensidade de 

DCC. Entretanto, o uso de biomarcadores de diagnóstico para DCC ainda não são de uso 

comum nas clínicas. 

Devido à importância neurológica das enzimas sanguíneas butirilcolinesterase, 

acetilcolinesterase, catalase e GST, além do possível envolvimento das mesmas em doenças 

como DA e DCC, este trabalho pretende avaliar a possibilidade do uso das mesmas como 

biomarcadores sanguíneos auxiliares ao diagnóstico de tais patologias.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

2.1 Aprovação pelo Comitê de Ética 

 

 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) no Instituto 

de Veterinária da UFRRJ. Protocolo n° 1916200116 (Anexo A). Tanto os ensaios realizados no 

Capítulo I quanto no Capítulo II foram aprovados pelo CEUA. 

 

2.2 Coleta de sangue de cães e definição de grupos 

 

Foi realizada uma divulgação deste trabalho para tutores do estado do Rio de Janeiro 

visando a obtenção de animais voluntários. Para isso foi feito um folder (Anexo B) para auxiliar esta 

campanha. Os animais deveriam ter 8 anos ou mais, poderiam ser de ambos os sexos e de qualquer 

raça. 

Foram obtidas amostras de sangue de 48 cães, após autorização dos respectivos tutores e 

assinatura dos termos de consentimento (Anexo C). Para análise de BChE, AChE e GST foram 

utilizados tubos do tipo Vacuntainer® sem anticoagulante e para análise de catalase tubos contendo 

EDTA. 

Todos os tutores preencheram uma ficha de cadastro (Anexo D) e uma ficha 

comportamental (Anexo E), que foram utilizadas para complementaridade das informações contidas 

nos questionários. O questionário 1 (Q1) (Anexo F) foi baseado no questionário proposto por Rofina 

e colaboradores (2006) e, no presente trabalho, foram acrescentadas duas perguntas descritas no 

questionário de Pantoja (2010). Entretanto, não foi acrescentada nenhuma pontuação referente a estas 

perguntas adicionais. O questionário 2 (Q2) (Anexo G) foi proposto por Salvin e colaboradores 

(2011).  

Os animais foram separados em 5 grupos baseando-se nos trabalhos de Schutt et al. 

(2015), Fast et al. (2013), Salvin et al. (2011) e Rofina et al. (2006). 

 

1) Grupo controle: animais com pontuação 10 no questionário 1, independente da pontuação 

obtida no questionário 2. 



28 

 

2) Grupo de risco para DCC: animais com pontuação entre 11 e 15 no questionário 1, 

independente da pontuação obtida no questionário 2. 

3) Grupo DCC leve: animais com pontuação a partir de 16 no Questionário 1. No Questionário 

2, os animais deste grupo deveriam apresentar pontuação até 49 e/ou não apresentar 

dificuldade em encontrar comida deixada no chão e em reconhecer pessoas ou animais 

familiares. 

4) Grupo DCC moderado: animais com pontuação a partir de 16 no questionário 1 e a partir de 

50 no questionário 2, devendo apresentar dificuldade em encontrar comida deixada no 

chão, mas sem falha no reconhecimento de pessoas ou animais familiares. 

5) Grupo DCC avançado: animais com pontuação a partir de 16 no questionário 1 e a partir de 

50 no questionário 2 devendo apresentar falha no reconhecimento de pessoas ou animais 

familiares. 

 

Esta pontuação final se refere ao somatório de pontuações individuais de cada questão. 

Os valores referentes a cada opção apresentam-se entre parênteses no final de cada frase dos 

questionários em anexo.  

 

2.3 Ensaios enzimáticos  

 

 

2.3.1 Preparo de soro para ensaio das colinesterases e de GST 

 

Após a coleta, a amostra de sangue foi centrifugada a 3500 rpm durante 15 minutos para 

obtenção do soro. Para os ensaios de colinesterases, o soro foi diluído com tampão de ensaio 

correspondente (diluição 1:10).  

 

2.3.2 Determinação da atividade de colinesterases 

 

A presença da atividade das colinesterases em soro diluído foi determinada utilizando o 

método de Ellman (1961) modificado. O soro foi adicionado a poços de uma placa de ELISA 

contendo tampão de ensaio (fosfato de sódio 0,1 M pH 7,5). Posteriormente foi adicionado DTNB 
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0,32 mM dissolvido em tampão. O ensaio foi iniciado pela adição do substrato iodeto de 

butiriltiocolina 0,6 mM ou iodeto de acetiltiocolina 1,5 mM, obtendo assim um volume reacional de 

220L. A densidade ótica dos meios reacionais foi medida em intervalos de 10 segundos durante 100 

segundos a 412 nm, em um espectrofotômetro. O coeficiente de absortividade molar utilizado foi de 

14,15 x 103  M-1cm-1, como sugerido por Eyer e colaboradores (2003). Os meios referentes ao ensaio 

dos brancos não tiveram adição de soro.  

 

2.3.3 Determinação da atividade de glutationa S-transferase 

  

A presença da atividade de GST em soro foi determinada através do método de Habig 

(1974). O soro foi adicionado a uma cubeta contendo tampão de ensaio (fosfato de potássio 0,1 M pH 

6,1). Posteriormente foi adicionada glutationa reduzida (GSH) 5 mM e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

(CDNB) 2 mM, obtendo-se volume reacional de 600 L. A densidade ótica dos meios reacionais na 

placa foi  medida em intervalos de 30 segundos durante 180 segundos a 340 nm. O coeficiente de 

absortividade molar utilizado foi de 9,6 mM-1cm-1. Os meios referentes ao ensaio dos brancos não 

tiveram adição de soro. 

 

2.3.4 Preparo de sangue total para ensaio de catalase 

  

Para este ensaio foi utilizado sangue total, como descrito por Basso e colaboradores 

(2014). Para ocorrência de lise, a amostra foi congelada e no momento do ensaio enzimático, o 

sangue foi diuído a 1:40 em tampão de ensaio (fosfato de potássio 50 mM pH 7,0).  

 

2.3.5 Determinação da atividade de catalase  

 

 

A atividade de catalase foi determinada pelo método de Nelson e Kiesow (1972), 

com modificações, utilizando peróxido de hidrogênio a 12 mM como substrato. A amostra de 
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sangue total diluída foi adicionada ao tampão de ensaio e posteriormente o substrato da reação 

também foi adicionado, obtendo assim, um volume reacional de 600 L. A densidade ótica dos 

meios reacionais foi medida em intervalos de 10 segundos durante 100 segundos a 240 nm. O 

coeficiente de extinção molar utilizado foi de 18 x 10-3 M-1cm-1, como descrito por Andrade 

(2013). Os meios referentes ao ensaio dos brancos não tiveram adição de sangue.  

  

2.4 Análise estatística 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA). O teste Student-Newman-Keuls (SNK) ao nível de significância de 

5% foi  utilizando para comparação das médias. Para as análises de correlação também foi 

considerado o nível de significância de 5%. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Separação dos grupos e escores obtidos nos questionários 

 

Para organização dos grupos foram selecionados os questionários propostos por 

Rofina et al. (2006) e Salvin et al. (2011). Segundo Schutt e colaboradores (2015), estes dois 

questionários parecem ser igualmente eficazes na definição de casos verdadeiros de DCC.  

Uma vez que não foi encontrada na literatura uma forma de classificar os animais 

com DCC em diferentes estágios da doença a partir destes dois questionários em conjunto, este 

trabalho apresenta um novo modelo de separação de grupos. O grupo controle ficou composto 

por animais com pontuação 10 no Q1. O grupo de risco para DCC foi composto por animais com 

pontuação entre 11 e 15 no Q1. O grupo DCC leve ficou com os animais com pontuação a partir de 

16 no Q1 e pontuação até 49 no Q2. Animais com pontuação a partir de 16 no Q1, pontuação a partir 

de 50 no Q2 e que não apresentavam dificuldade em encontrar comida deixada no chão e falha 

no reconhecimento de pessoas ou animais familiares - perguntas descritas no Q2 - também foram 

incluídos neste grupo. O grupo DCC moderado foi composto pelos animais com pontuação a partir 

de 16 no Q1 e a partir de 50 no Q2, e que apresentavam dificuldade em encontrar comida deixada no 

chão, mas que não tinham dificuldade no reconhecimento de pessoas ou animais familiares. O grupo 

DCC avançado, por sua vez, foi composto pelos animais com pontuação a partir de 16 no questionário 

1 e a partir de 50 no questionário 2 e que apresentavam dificuldade no  reconhecimento de pessoas 

ou animais familiares. 

A classificação dos grupos “Controle” e “Risco” foi baseada no trabalho de Fast e 

colaboradores (2013), em que os animais foram classificados como “Controle” apenas quando não 

apresentaram nenhuma alteração relacionada aos itens avaliados no Questionário de Rofina et al. 

(2006), denominado aqui como Questionário 1. Estes itens se referem à presença de desorientação e 

comportamento repetitivo; alteração no ciclo de sono e vigília; comportamento ligado aos processos 

de urina e defecação, ingestão de água e apetite; interação social; perda de percepção; memória; e 

personalidade.  

Os animais que apresentaram anormalidades em um ou mais itens, mas que obtiveram 

uma pontuação de no máximo 15 neste questionário, foram classificados como DCC borderline por 

Fast e colaboradores (2013). Estes autores se inspiraram no termo empregado na geriatria humana 

“Comprometimento Cognitivo Leve” que está relacionado a um risco aumentado de desenvolvimento 
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do Alzheimer, como apontam Boyle e colaboradores (2006). No presente trabalho estes animais com 

pontuação de até 15 em Q1 foram classificados como Grupo de Risco. 

Animais com pontuação acima de 15 foram classificados como portadores de DCC. Para 

separação dos grupos de animais com DCC em três diferentes estágios (leve, moderado e avançado) 

foi utilizado o questionário aqui denominado como Questionário 2, proposto por Salvin et al. (2011).  

Animais classificados no grupo “DCC leve” apresentaram pontuação de até 49 em 

Q2 ou não apresentaram anormalidade nas questões referentes ao reconhecimento de pessoas 

ou animais familiares. Esta classificação se baseou no próprio trabalho de Salvin e 

colaboradores (2011), que apontaram a dificuldade em encontrar comida no chão como item de 

gravidade moderada e falha no reconhecimento de pessoas ou animais familiares como item de 

gravidade severa. Esta observação por parte dos autores do Questionário 2, portanto, também foi 

utilizada na classificação dos grupos de “DCC moderada” e “DCC avançada” no presente trabalho. 

Além disso, para fazer parte destes dois últimos grupos também foi necessário que os animais 

apresentassem pontuação a partir de 50 no Questionário 2, uma vez que, segundo Salvin et al. (2011), 

este é o limiar  ideal de diagnóstico para a DCC.  

As pontuações obtidas pelos animais do presente estudo encontram-se na Tabela 1, 

organizadas entre os cinco grupos formados. 

 

 

Tabela 1: Pontuações obtidas pelos 48 animais do presente estudo em Q1 (Questionário 1) e Q2 (Questionário 2), propostos, 

respectivamente, por Rofina et al. (2016) e Savin et al. (2011). Q1 e Q2 estão anexados no final deste trabalho (Anexos F e G, 

respectivamente).  

QUESTIONÁRIOS 

NOME Q1 Q2 

GRUPO CONTROLE 

Animal1 10 34 

Animal2 10 34 

Animal3 10 38 

Animal4 10 NR 

Animal5 10 NR 

Animal6 10 NR 

Animal7 10 NR 

Animal8 10 NR 

Animal9 10 NR 

Animal10 10 NR 

Animal11 10 NR 

Animal12 10 NR 

Animal13 10 NR 

Animal14 10 NR 
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Animal15 10 34 

GRUPO DE RISCO 

Animal16 11 35 

Animal17 13 NR 

Animal18 14 NR 

Animal19 13 34 

Animal20 15 NR 

Animal21 11 34 

Animal22 13 NR 

Animal23 12 NR 

Animal24 14 NR 

GRUPO DCC LEVE 

Animal25 18 41 

Animal26 22 41 

Animal27 22 40 

Animal28 18 37 

Animal29 26 40 

Animal30 24 40 

Animal31 22 47 

Animal32 21 47 

Animal33 22 47 

Animal34 18 49 

GRUPO DCC MODERADA 

Animal35 29 60 

Animal36 28 52 

Animal37 24 56 

Animal38 28 52 

Animal39 23 54 

Animal40 22 52 

GRUPO DCC AVANÇADA 

Animal41 23 65 

Animal42 29 61 

Animal43 29 70 

Animal44 32 68 

Animal45 38 76 

Animal46 29 62 

Animal47 32 59 

Animal48 33 73 

NR: Não respondido. 

 

 

 

Como pode ser observado na Tabela 1, muitos tutores dos cães dos grupos “Controle” e 

“Risco para DCC” não responderam o Questionário 2. O Questionário 2 foi facultativo para animais 
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com pontuação até 15 no Questionário 1. Esta escolha de tornar o segundo questionário opcional teve 

como objetivo aumentar a adesão de tutores à nossa pesquisa, uma vez que muitos consideraram o 

Questionário 2 demasiadamente longo.  

Neste trabalho foi realizado o estudo sobre a associação dos escores obtidos nos dois 

questionários para investigar a possibilidade de uma correlação linear entre essas duas variáveis. A 

Figura 1 apresenta esse resultado.  

 

 

 

Figura 1: Relação entre os questionários Q1 (ROFINA et al., 2006) e Q2 (SALVIN et al., 2011); p<0,05. 

 

 

Como pode ser observado na Figura 1, há uma correlação positiva forte entre os escores 

obtidos nos dois questionários (R2= 0,7539), segundo a classificação de Monteiro e colaboradores 

(2014). Desta forma, é possível afirmar, por exemplo, que um paciente com pontuação elevada no 

Q2, provavelmente também tem uma pontuação elevada no Q1.  

Após a entrevista e execução dos questionários com os tutores e após as observações 

clínica e neurológica dos animais, amostras de sangue foram coletadas para posterior análise das 

atividades das colinesterases utilizando dois diferentes substratos e para análise das atividades de 

catalase e GST. 

 

3.2 Atividades enzimáticas 
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As atividades enzimáticas obtidas são apresentadas na Tabela 2 (Anexo H). A atividade 

de algumas amostras foi considerada inconclusiva por conterem aparência inapropriada para a 

análise ou absorvâncias apresentando instabilidade excessiva. Algumas atividades não foram 

avaliadas por falta de volume suficiente de amostra, já que a coleta de sangue de alguns animais 

se mostrou um pouco dificultada e alguns tutores não concordaram com a realização de nova 

coleta. 

 

3.2.1 Colinesterases 

  

 

Conforme descrito por Tecles e colaboradores (2002), o ensaio de colinesterases 

em sangue canino foi realizado com dois diferentes substratos: acetiltiocolina e butiriltiocolina. 

Ao fazer uso da acetiltiocolina no ensaio, tanto AChE quanto BChE são capazes de realizar a 

hidrólise do substrato, uma vez que não foi utilizado um inibidor específico para a BChE 

(YAMAMOTO et al., 1990). Embora a acetilcolinesterase hidrolise a acetilcolina com maior 

eficiência, deve-se levar em consideração que em soro, o nível de butirilcolinesterase é 

significativamente superior ao de AChE. Enquanto isso, ao utilizar a butiriltiocolina como 

substrato, a hidrólise foi feita preferencialmente pela BChE, já que, segundo Tecles e 

colaboradores (2000), esta enzima possui alta afinidade por este substrato, enquanto AChE não 

hidrolisa butirilcolina de foma significativa.  

Desta forma, foram utilizados estes dois tipos de substratos visando observar a 

atividade das duas colinesterases em conjunto e, no segundo caso, da atividade de BChE 

destacada. 

Após padronização dos dois ensaios, foram feitas as análises comparativas entre as 

atividades obtidas pelos animais dos cinco grupos (Figura 2 A e B).  
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Figura 2: Atividade sérica de colinesterases utilizando acetiltiocolina (A) ou butiriltiocolina (B) como substrato.  Colunas 

com mesma letra não apresentaram diferença significativa no teste Student-Newman-Keuls (SNK), =0,05. 

 

 

Segundo Furlanello (2006) existem poucos estudos sobre os níveis de referência da 

atividade de colinesterase em cães, e Saccaro (2007) constatou que os níveis basais de BChE 

podem variar de forma significativa entre os animais. Esta variação também pode ser constatada 

através dos dois gráficos da Figura 2. Uma vez que os animais controles apresentam ampla 

variação na atividade enzimática entre eles, isso dificulta a avaliação do comportamento destas 

enzimas nos diferentes estágios da doença. Desta forma, comparando estatisticamente as 

atividades nos diferentes grupos, não foi possível observar diferença significativa. Assim, ao 

estudar a possibilidade de correlação linear entre a atividade das colinesterases e os escores 

obtidos nos dois questionários, foi possível observar também que não há correlação linear 

significativa entre estas variáveis, como mostra a Figura 3. 
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Figura 3: Relação entre atividade das colinesterases em soro canino e os questionários 1 (ROFINA et al., 2006) e 2 

(SALVIN et al., 2011). A) Uso do substrato acetiltiocolina e escore obtido no Questionário 1. B) Uso do substrato 

acetiltiocolina e escore obtido no Questionário 2. C) Uso do substrato butiriltiocolina e escore obtido no Questionário 1. 

D) Uso do substrato butiriltiocolina e escore obtido no Questionário 2. p>0,05 (A); p>0,05 (B); p>0,05 (C); p>0,05 (D). 

 

 

Apesar das atividades das colinesterases não se associarem significativamente de 

forma linear com os questionários, é possível observar que ao usar o substrato acetiltiocolina, 

as médias das atividades dos quatro grupos não-controles (Risco, DCC leve, DCC moderada e 

DCC avançada) foram menores que as do grupo Controle, como mostra a Tabela 2.1.  

 

 

 

 

 



38 

 

Tabela 2.1: Atividades médias de COL utilizando ACh como substrato (dados retirados da Tabela 2 – 

Anexo H). 

Atividade de 

COL (ACh) 

Controle 

(kU/L) 

Grupo de 

Risco (kU/L) 

DCC leve 

(kU/L) 

DCC 

moderada 

(kU/L) 

DCC avançada 

(kU/L) 

Média 4,28 2,72 3,24 3,27 3,44 

Desvio-padrão 2,48 1,05 1,41 1,06 1,84 

COL (ACh): Colinesterases utilizando acetiltiocolina como substrato.  

 

Acredita-se que a DCC possa influenciar a atividade das colinesterases, porém 

como há ampla variação entre a atividade dos animais de um mesmo grupo – inclusive no 

controle -, esta análise acaba sendo dificultada. Sugere-se que com um estudo utilizando 

número maior de animais seja possível analisar melhor esta influência. Acredita-se também que 

um estudo avaliando os níveis da atividade das colinesterases em diferentes fases dessa 

disfunção em um mesmo animal possa evidenciar melhor a possibilidade ou não do uso destas 

enzimas como ferramenta de auxílio no diagnóstico/prognóstico da DCC. 

Diversos pesquisadores têm estudado as atividades de colinesterases em pacientes 

com Doença de Alzheimer. Bawaskar e colaboradores (2015) registraram que o nível de AChE 

no plasma e em eritrócitos de pessoas com Alzheimer familiar é abaixo do normal. Inestrosa e 

colaboradores (1994) encontraram redução do nível de AChE em linfócitos de pacientes com 

DA, entretanto reportaram não haver diferença significativa na atividade de AChE em plasma, 

plaquetas e eritrócitos em pessoas com ou sem DA. Yamamoto e colaboradores (1990) 

demonstraram haver um decréscimo no soro de AChE G4 em pacientes com DA. Os estudos 

de Garcia Ayllon e colaboradores (2010), por sua vez, apresentaram aumento da atividade de 

AChE em plasma de pacientes com DA que, segundo estes autores, correlaciona-se com 

aumento das isoformas G1 e G2 encontradas nos cérebros de pacientes com DA. 

A Tabela 2.2 apresenta os valores de médias das atividades de colinesterases 

utilizando BCh como substrato. Nesta tabela é possível observar que não há diferença 

expressiva na atividade enzimática entre os diferentes grupos, assim como foi observado 

anteriormente na Figura 2 B.  
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Tabela 2.2: Atividades médias  de COL utiizando BCh como substrato (dados retirados da Tabela 2 – Anexo H). 

Atividade de 

COL (BCh) 

Controle 

(kU/L) 

Grupo de 

Risco (kU/L) 

DCC leve 

(kU/L) 

DCC 

moderada 

(kU/L) 

DCC avançada 

(kU/L) 

Média 3,96 3,49 3,41 4,10 3,34 

Desvio-padrão 2,65 2,1 2,12 1,72 2,27 

COL (BCh): Colinesterases utilizando butiriltiocolina como substrato. 

 

Garcia Ayllon e colaboradores (2010) também demonstraram não haver diferença 

significativa desta atividade no plasma de pacientes com DA. Inestrosa e colaboradores (1994) 

também não encontraram diferença significativa desta enzima no plasma e em plaquetas. Em 

linfócitos e em eritrócitos, entretanto, estes autores reportaram uma redução nesta atividade. 

Bono (2014) em seus estudos com DA também encontrou redução da atividade desta enzima 

no plasma de pacientes com a doença. 

É necessário também observar a presença de outras patologias que podem 

influenciar os valores desta atividade enzimática. Cardiopatias e obesidade, por exemplo, 

podem acarretar um aumento nesta atividade (BAGATINI, 2010; BOBERGE et al., 2010). 

Presença de processos inflamatórios e diabetes também podem influenciar estes valores (DAS, 2007; 

ABBOTT et al., 1993). Desta forma, a butirilcolinesterase não se mostrou como biomarcador 

sensível, nem tampouco específico, para a DCC. 

 

3.2.2 Catalase 

 

Inicialmente foram feitos os procedimentos necessários para padronização do 

ensaio de catalase em sangue total de cão. Vale ressaltar que, como demonstrado por Bolzán e 

colaboradores (1992), a atividade de catalase em sangue total é positivamente correlacionada à 

atividade desta enzima em eritrócitos.  

Posteriormente foi feita a análise da atividade de catalase nos animais deste estudo, 

como mostra a Figura 4. A atividade de catalase em sangue total foi expressa em U/mL, como 

preconizado por Estevão (2011). 
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Figura 4: Atividade de catalase em sangue total de cães.  Colunas com mesma letra não apresentaram diferença 

significativa no teste Student-Newman-Keuls (SNK), =0,05. 

 

  

A atividade de catalase em eritrócitos caninos é baixa em relação a atividade em 

seres humanos, segundo Nakamura e colaboradores (1998). De acordo com estes autores isto 

acontece devido à menor quantidade de catalase nestas células em cães e também devido à 

atividade específica inferior desta enzima nestes animais.   

Através da análise da Figura 4, é possível observar que, embora não haja diferença 

estatisticamente significativa entre as atividades dos cinco grupos, há um discreta redução na 

atividade de catalase no grupo de cães com DCC no estágio avançado da doença. Esta redução 

também é percebida na análise da Tabela 2.3 que mostra que a média do grupo DCC avançada 

é menor que a do controle e a dos outros três grupos estudados.  

 

 

Tabela 2.3: Atividades médias de catalase (CAT) (dados retirados da Tabela 2 - Anexo H). 

Atividade de 

CAT 

Controle 

(kU/mL) 

Grupo de 

Risco (kU/mL) 

DCC leve 

(kU/mL) 

DCC 

moderada 

(kU/mL) 

DCC avançada 

(kU/mL) 

Média 7,22 7,33 7,22 7,93 5,57 

Desvio-padrão 2,72 2,43 1,89 3,40 1,40 
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Esta redução, embora sem significado estatístico, pode representar um efeito 

secundário a um esgotamento nos níveis de cofatores da enzima, como o Fe, como destacado 

por Vural e colaboradores (2010). Estes autores encontraram redução nos níveis de ferro 

plasmático em pacientes com DA. 

Vural e colaboradores (2010) encontraram redução nesta atividade enzimática em 

eritrócitos humanos. Os estudos de Sofic e colaboradores (2015) utilizando estreptozotocina 

em ratos visando simular a DA, também observaram redução da atividade de catalase em três 

regiões cerebrais. Puertas e colaboradores (2012) demonstraram que a DA provocou redução 

significativa da atividade plasmática de catalase em homens, mas não em mulheres. 

Cristalli e colaboradores (2012), por outro lado, encontraram aumento da atividade 

de catalase em eritrócitos e leucócitos em pacientes com DA, assim como o estudo de Perrin e 

colaboradores (1990) com eritrócitos humanos. Torres e colaboradores (2011) também 

encontraram aumento da atividade de catalase em eritrócitos de pacientes com DA e, segundo 

estes autores, este aumento pode ser decorrente de um efeito compensatório para a 

superprodução de peróxido de hidrogênio e peróxidos lipídicos.  

Como pode ser observado, há divergência em resultados encontrados em diferentes 

pesquisas. Assim, segundo a meta-análise realizada por Schrag e colaboradores (2013), a 

presença da DA em humanos não parece provocar alteração significativa na atividade de 

catalase em eritrócitos. 

O que pode justificar resultados tão distintos dentro da literatura é a influência de 

outros fatores na atividade da enzima em questão. Alguns trabalhos como de Didziapetrie e 

colaboradores (2014) e Lassed e colaboradores (2017) têm demonstrado redução da atividade 

de catalase em eritrócitos e no soro sanguíneo em pacientes humanos com câncer de ovário ou 

próstata. Outros trabalhos também tem mostrado que a dieta pode ser um fator interferente da 

atividade desta enzima, uma vez que pode influenciar na produção de espécies reativas. O 

trabalho de Louzada e colaboradores (2013), por exemplo, mostrou que ratas alimentadas com 

dieta de cafeteria (dieta que apresenta alimentos de consumo humano e que resulta em 

obesidade pelo aumento do consumo de energia) apresentaram maior atividade de catalase 

ovariana. Uma vez que há uma grande variedade de rações disponíveis no mercado e que muitos 

tutores dão aos animais alimentos humanos, as dietas dos animais também podem vir a 

influenciar a atividade desta e de outras enzimas. Além disso, os animais do presente trabalho 

podiam apresentar patologias que ainda não fossem de conhecimento de seus tutores, como o 

próprio câncer que, assim como outras patologias, também pode ter interferido nesta atividade.  
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Alguns estudos também mostram que alguns compostos como zinco e vitamina E 

podem interferir na atividade desta enzima no sangue (HAMID et al., 2011; MALHOTRA e 

DHAWAN, 2008). Entretanto, em outros estudos não houve diferença significativa na atividade 

de catalase em fígado ou no sangue pela administração de vitaminas como vitamina E e C 

(PRZEDBORSKI et al., 1996; DURASEVIC et al., 2010).   

Foi também avaliada no presente trabalho, a possibilidade da presença de 

correlação linear entre os escores obtidos nos questionários e a atividade de catalase, como 

mostra a Figura 5. 

 

 

 

Figura 5: Relação entre atividade de catalase em sangue total de cães e os questionários 1 (ROFINA et al., 2006) (A) e 2 

(SALVIN et al., 2011) (B). p>0,05 (A); p>0,05 (B). 

 

Como pode ser observado na Figura 5, não há correlação linear significativa entre 

a atividade de catalase e os escores obtidos nos dois questionários.  

Sugere-se, desta forma, que a catalase não pode vir a ser um biomarcador específico 

para a DCC, uma vez que sua atividade pode ser influenciada por diversos outros fatores. 

Entretanto, os resultados aqui obtidos parecem mostrar que o avanço dos estudos sobre catalase 

e DCC pode vir a trazer uma ferramenta coadjuvante na análise da evolução da doença, no 

prognóstico e na escolha do tratamento mais adequado.   

Uma vantagem do uso futuro da catalase como ferramenta coadjuvante no 

acompanhamento de animais com DCC seria o fato desta enzima ser uma enzima antioxidante 

e de alguns tratamentos para a patologia se basearem em compostos com ação também 

antioxidante. Os resultados de Galan e colaboradores (2014) obtidos em seus estudos com cães 
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da raça Beagle, por exemplo, refletiram uma melhora no metabolismo energético cerebral 

através do uso de nutracêuticos contendo antioxidantes. Desta forma, o uso adequado desta 

ferramenta pode vir a contribuir para análise das respostas dos animais aos tratamentos 

administrados a eles. Para que isso seja possível, entretanto, é necessário novos estudos que 

avaliem a real influência do tratamento com antioxidantes sobre a atividade sanguínea de 

catalase em cães, além da influência que a alteração nesta atividade apresenta em relação ao 

organismo animal. 

 

 

3.2.3 Glutationa S-transferase 

 

 

Após a padronização do ensaio de GST, foram analisadas as amostras de sangue 

coletadas dos animais, para observar se há diferença na atividade enzimática entre os cinco 

grupos formados neste trabalho. O resultado dos ensaios de GST são apresentados na figura 6.  

 

 

 

Figura 6: Atividade sérica de glutationa S-transferase. Colunas com mesma letra não apresentaram diferença significativa no 

teste Student-Newman-Keuls (SNK), =0,05. 

 

Como pode ser observado na Figura 6, embora não tenha ocorrido diferença 

estatisticamente significativa entre os diferentes grupos, a atividade enzimática mostrou-se 
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levemente maior em animais com DCC. Foi possível observar também aumento dos valores 

das médias nos grupos de animais portadores da Disfunção Cognitiva (Tabela 2.4). 

 

Tabela 2.4: Atividades médias de glutationa S-transferase (GST) (dados retirados da Tabela 2 - Anexo 

H). 

Atividade de 

GST 

Controle (U/L) Grupo de 

Risco (U/L)  

DCC leve 

(U/L) 

DCC 

moderada 

(U/L) 

DCC avançada 

(U/L) 

Média 6,66 6,40 8,23 8,72 9,85 

Desvio-padrão 2,01 1,72 1,22 1,81 3,83 

  

 

No presente trabalho também foi analisada a correlação entre a atividade desta 

enzima e os dois questionários aplicados. Esta correlação é apresentada na Figura 7. 

  

 

Figura 7: Relação entre atividade sérica de glutationa S-transferase e os questionários 1 (ROFINA et al., 2006) (A) e 2 

(SALVIN et al., 2011) (B). p<0,05; (A); p<0,05 (B). 

  

 

Como pode ser observado na Figura 7, há uma correlação moderada positiva entre 

a atividade de GST e os escores obtidos nos questionários, segundo a classificação de Monteiro 

e colaboradores (2014).  Entretanto, foi demonstrado não haver diferença significativa entre as 
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atividades de GST obtidas nos diferentes grupos deste trabalho. Desta forma, sugere-se mais 

uma vez que estudos que contenham maior número de animais possam vir a mostrar com maior 

clareza a real influência de diferentes fases da DCC sobre esta enzima e as enzimas avaliadas 

anteriormente. 

Torres e colaboradores (2011) e Cristalli e colaboradores (2012) não encontraram 

diferença na atividade de GST em eritrócitos na presença da DA. Enquanto isso, Lovell e 

colaboradores (1998) reportaram diminuição na atividade desta enzima no líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com DA. Os estudos de Liu e colaboradores (2005) mostraram 

redução do nível de GSH - substrato da GST - em glóbulos vermelhos de pacientes com DA do 

sexo masculino. Enquanto isso, pacientes do sexo feminino com DA não apresentaram alteração 

nos níveis de GSH. No trabalho de e colaboradores (2017), houve redução na taxa GSH/GSSG 

(glutationa reduzida/glutationa oxidada) em eritrócitos de pacientes com DA.  

No estudo de Cristalli e colaboradores (2012) foi encontrado aumento nas 

atividades eritrocitárias de glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) - enzimas 

que também estão relacionadas ao nível de GSH - na presença da DA. Torres, por outro lado, 

detectou aumento da GPx e redução da atividade de GR nos eritrócitos de pacientes com DA. 

Vural e colaboradores (2010) encontraram redução na atividade eritrocitária de GPx. Puertas e 

colaboradores (2012) encontraram redução na atividade plasmática de GPx em pacientes com 

DA, ao contrário do aumento encontrado por Zafrilla e colaboradores (2006) no plasma de 

pacientes com esta doença. Devido às discrepâncias nos resultados encontrados na literatura 

para estas duas enzimas, a meta-análise de Schrag e colaboradores (2013) levou à conclusão 

que as atividades em eritrócitos de GPx e GR e a atividade plasmática de GPx não parecem ser 

alteradas de forma significativa na DA. 

Como foi possível observar no presente trabalho, embora não haja diferença 

significativa entre esta atividade nos cinco diferentes grupos estudados, a presença de uma 

correlação moderada entre a atividade de GST e os escores obtidos nos questionários faz uma 

demonstração da possível relação da DCC com alterações em processos que envolvam esta 

enzima, como o sistema antioxidante e os processos de metabolização.  

É importante ressaltar a possibilidade da atividade da GST ser influenciada por 

outros fatores, como a presença de polimorfismos que, por sua vez, podem ser influenciados 

pela presença de drogas farmacêuticas, fumaça de cigarro, pesticidas (HOLLMAN et al., 2016). 

Segundo Linhares e colaboradores (2006), as variações na seqüência do DNA podem originar 

enzimas com atividades variáveis e com diferentes capacidades metabólicas. Além disso, 



46 

 

Allocati e colaboradores (2018) também apontam que diversos membros da família das GSTs 

foram encontrados superexpressos em diferentes tipos de câncer.  

Por fim, é importante destacar que o ensaio de GST utilizado no presente trabalho 

em amostras de soro apresentou resultados de absorvâncias bastante instáveis, não tendo sido 

considerado um método de alta confiabilidade. Acredita-se que as análises de GST em liquído 

cefalorraquidiano ou em eritrócitos isolados possam ser mais apropriadas. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 

Foi possível concluir através deste trabalho que as atividades das colinesterases e 

da GST em soro e de catalase em sangue total não se mostraram como biomarcadores 

diagnósticos apropriados para a DCC, uma vez que estatisticamente não houve diferença 

significativa entre as atividades obtidas nos animais dos cinco diferentes grupos estudados. 

Entretanto, uma vez que as atividades médias de catalase e das colinesterases mostraram-se 

alteradas em determinados grupos de animais com DCC ou em risco, acredita-se que um estudo 

mais detalhado destas enzimas possa vir a ser uma chave para a obtenção de ferramentas de 

auxílio na avaliação de animais com Disfunção Cognitiva Canina. Sugere-se, portanto, que 

novos estudos sejam realizados também com o intuito de avaliar as atividades destas enzimas 

em um mesmo animal em diferentes fases de evolução da DCC e que seja utilizado número 

maior de animais em futuros trabalhos. 

Também foi possível concluir com esta Tese que o estudo da atividade de GST em 

soro de cães com a metodologia adotada não se mostrou adequado. Uma vez que houve 

correlação entre os escores obtidos nos questionários e esta atividade enzimática, acredita-se 

que seja útil um aprofundamento deste estudo utilizando outras metodologias. 

É importante destacar que os questionários aqui utilizados mostraram-se de simples 

utilização e eficazes como ferramenta auxiliadora no diagnóstico da DCC. Desta forma, 

enquanto não for possível obter uma forma de diagnóstico mais eficaz, acredita-se que o uso 

combinado dos questionários de Rofina e colaboradores (2006) e Salvin e colaboradores (2011) 

- aliados a uma análise clínica e neurológica de um médico veterinário - sejam de grande valia. 
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CAPÍTULO II 
 

 

ESTUDO DE NOVAS ABORDAGENS TERAPÊUTICAS PARA A DCC 
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RESUMO 

 

A Disfunção Cognitiva Canina (DCC) é uma alteração neurodegenerativa de fisiopatologia 

semelhante à Doença de Alzheimer (DA). Na DCC e na DA ocorre diminuição ou desequilíbrio 

nos níveis de neurotransmissores como a acetilcolina, substância fundamental para processos 

como aprendizagem e memória. Assim, este capítulo teve como objetivo avaliar a eficácia de 

infusões, fitoquímicos e de compostos sintéticos na inibição in vitro da acetilcolinesterase 

(AChE) em cérebro canino através da metodologia proposta por Ellman (1961). Dentre as 

infusões estudadas, é possível destacar os resultados obtidos com o Peumus boldus, que se 

mostrou eficaz na inibição enzimática e com potencial antioxidante significativo sobre 

Saccharomyces cerevisiae. A quercetina, fitoquímico que segundo a literatura está presente no 

boldo, foi eficaz na inibição de AChE com uma IC50 de 0,43 mM. Dentre os compostos sintéticos 

é possível destacar dois derivados cumarínicos, Cum3 e Cum4. Ambos apresentaram IC50 de 

aproximadamente 0,05 M. Estudos computacionais mostraram interação destes dois compostos 

com o subsítio esterásico e o sítio aniônio periférico da enzima em Canis familiaris. O ensaio sobre 

S. cerevisiae não demonstrou toxicidade de Cum3 sobre estas leveduras. A construção de gráficos de 

Lineweaver-Burk revelou que estas cumarinas e a quercetina se comportam como inibidores 

competitivos de AChE cerebral de cães.  A infusão de boldo, a quercetina e estas duas cumarinas 

foram capazes de inibir parcialmente a atividade de BChE, entretanto, os quatro tratamentos se 

mostraram mais eficazes sobre AChE cerebral. Esta inibição seletiva pode ser importante para limitar 

possíveis efeitos adversos dos mesmos. Assim, este trabalho apresenta dois compostos sintéticos, um 

fitoquímico e uma infusão como agentes promissores para pesquisas voltadas para o tratamento da 

DCC. 

Palavras-chave: acetilcolinesterase; inibição enzimática; antioxidante.  
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ABSTRACT 

 

Canine Cognitive Dysfunction (CCD) is a neurodegenerative disorder of pathophysiology 

similar to Alzheimer's Disease (AD). In CCD and AD there is a decrease or imbalance in the 

levels of neurotransmitters such as acetylcholine, a fundamental substance for processes such 

as learning and memory. The objective of this chapter was to evaluate the efficacy of teas, 

phytochemicals and synthetic compounds in the in vitro inhibition of acetylcholinesterase 

(AChE) in the canine brain through the methodology proposed by Ellman (1961). Among the 

teas studied, it is possible to highlight the results obtained with Peumus boldus, which proved 

effective in enzymatic inhibition and with a significant antioxidant potential on Saccharomyces 

cerevisiae. Quercetin, a phytochemical which according to the literature is present in boldo, 

was effective in inhibiting AChE with an IC50 of 0.43 mM. Among the synthetic compounds it 

is possible to highlight two coumarin derivatives, Cum3 and Cum4. Both had IC 50 of 

approximately 0.05 M. Computational studies showed interaction of these two compounds 

with the esteratic subsite and the peripheral anionic site of the enzyme in Canis familiaris. The 

S. cerevisiae assay did not demonstrate Cum3 toxicity on these yeasts. The construction of 

Lineweaver-Burk plots revealed that these coumarins and quercetin behave as competitive 

inhibitors of cerebral AChE in dogs. Boldo tea, quercetin and these two coumarins were able 

to partially inhibit BChE activity, however, all four treatments were shown to be more effective 

on cerebral AChE. This selective inhibition may be important to limit possible adverse effects 

thereof. Thus, this work presents two synthetic compounds, a phytochemical and a tea as 

promising agents for research aimed at the treatment of CCD. 

 

 

Keywords: acetylcholinesterase; enzymatic inhibition; antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Tratamento de animais com Disfunção Cognitiva Canina 

 

 

O tratamento da Disfunção Cognitiva Canina, segundo Pineda e colaboradores 

(2014), deve englobar atividade física, suporte nutricional, enriquecimento ambiental e 

psicofarmacologia. Snigdha e colaboradores (2016) também apontam a importância das 

atividades sociais, físicas e cognitivas junto a uma dieta adequada para que se obtenha um 

envelhecimento cerebral melhor sucedido. 

Pesquisas têm mostrado que restrição calórica e uso de antioxidantes, de 

determinados ácidos graxos, minerais como o selênio, vitaminas E e C, entre outros nutrientes, 

podem auxiliar a terapia da Disfunção Cognitiva em cães (LANDSBERG, 2006; PINEDA et 

al., 2014). 

Milgram e colaboradores (2004), em um trabalho com cães da raça Beagle, também 

mostraram a importância da associação de antioxidantes com programas de enriquecimento 

comportamental e ambiental, como caminhadas e treinamentos.  

O primeiro fármaco a ser aprovado para o uso em cães diagnosticados com 

Disfunção Cognitiva foi a selegilina, que atenua a depleção de neurotransmissão, especialmente 

da dopamina. Desta forma, este composto melhora a atividade catecolaminérgica e atrasa a 

progressão da doença neurodegenerativa (TRAVANCINHA, 2014). Segundo Pineda e 

colaboradores (2014), o uso deste fármaco parece ser a terapia mais eficaz contra a progressão 

dos sinais clínicos da DCC.  

Outros fármacos que podem auxiliar o tratamento da DCC são a propentofilina e a 

nicergolina, que produzem vasodilatação periférica e melhoram o fluxo sanguíneo cerebral 

(TRAVANCINHA, 2014, PINEDA et al., 2014).  

Fármacos que aumentem o nível de acetilcolina têm demonstrado bons resultados 

sobre a memória e o desempenho em atividades de cães (LANDSBERG, 2005). Araujo e 

colaboradores (2011) também mostraram que o uso de inibidores de colinesterase em cães foi 

capaz de melhorar o aprendizado e a memória de animais idosos. 

Fármacos serotoninérgicos, como a clomipramina, podem ser usados em pacientes 

com ansiedade crônica e alterações nos padrões de sono. A administração deste fármaco em 

animais geriátricos, entretanto, deve ser cuidadosa. Não é recomendado o seu uso em animais 
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portadores de doença cardíaca ou renal e, portanto, deve ser feita uma análise do paciente antes 

do início do tratamento (HEATH, 2002).  

Nos animais geriátricos, independente do tratamento adotado e do fármaco 

selecionado, este deve ser administrado com muito cuidado. Assim, recomenda-se que seja feito 

um perfil bioquímico e hematológico antes do início de cada tratamento e uma monitoração de 

6 em 6 meses durante o mesmo (HEATH, 2002). 

Uma vez que não há cura para a DCC e para a DA,  o tratamento farmacológico 

visa estabelecer melhoria na qualidade de vida dos pacientes. Segundo a Portaria Conjunta 

número 13, de 28/11/17 do Ministério da Saúde (BRASIL, 2017), o objetivo do tratamento 

medicamentoso da DA é propiciar a estabilização do comprometimento cognitivo, do 

comportamento e da realização das atividades diárias. Dentre os medicamentos utilizados no 

tratamento da DA pode-se destacar os inibidores de acetilcolinesterase - como donepezila, 

galantamina e rivastigmina.  

Os inibidores de AChE são recomendados para o tratamento da DA leve a 

moderada, fundamentando-se  no aumento da secreção ou no prolongamento da meia-vida da 

acetilcolina na fenda sináptica em áreas relevantes do cérebro, podendo promover  melhoras 

dos sintomas cognitivos e na função global. Para estágios graves da DA, o antagonista do 

receptor NMDA - memantina – está indicado, uma vez que a DA também está associada com 

distúrbios nestes receptores e o uso desta droga tem ocasionado resultados favoráveis na 

qualidade de vida destes pacientes (BRASIL, 2017). 

 

 

1.2 Uso de anticolinesterásicos na Doença de Alzheimer 

 

 

Segundo Chioua e colaboradores (2018), a tacrina foi o primeiro anticolinesterásico 

aprovado para o tratamento da DA em 1993. Entretanto, em decorrência de sua toxicidade e 

com a aprovação de drogas menos tóxicas e com programação de posologia facilitada, a tacrina 

passou a não ser mais utilizada na rotina clínica (LIMA, 2018; MEHTA et al., 2012). 

Atualmente, é comum a recomendação do uso dos inibidores de AChE donepezila, galantamina 

e rivastigmina no tratamento da DA (BRASIL, 2017). 

Os inibidores de acetilcolinesterase impedem a degradação da acetilcolina, 

provocando assim uma estimulação aumentada de receptores colinérgicos pós sinápticos no 

sistema nervoso. A ação dos anticolinesterásicos pode ser considerada como uma proteção 
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neuronal em doenças caracterizadas por deficiência de neurotransmissão mediada por 

acetilcolina, como a DA, como apontam Singh e colaboradores (2013). Estes inibidores podem 

ser divididos em dois grupos: inibidores irreversíveis e inibidores reversíveis.  

Inibidores reversíveis - competitivos ou não competitivos - são amplamente 

utilizados com aplicações terapêuticas. Alguns deles, entretanto, também são utilizados com o 

objetivo de causar toxicidade a organismos específicos como, por exemplo, carbamatos usados 

como inseticidas. Os inibidores irreversíveis são amplamente empregados como agentes 

tóxicos; no entanto, também são conhecidas aplicações terapêuticas dos mesmos como, por 

exemplo, organofosforados usados no tratamento de glaucoma (COLOVIC et al., 2013).  

Um exemplo de interação entre acetilcolinesterase e um inibidor organofosforado é 

apresentado na Figura 1. 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da interação de um inibidor de acetilcolinesterase com o sítio ativo da enzima. A tríade 

catalítica encontra-se no fundo da cavidade estreita e profunda. A formação do derivado dietilfosforil no resíduo de serina 

envolve a participação da porção imidazol e da porção ácida. O revestimento aromático orienta o inibidor e acaba auxiliando 

seu posicionamento (adaptado de Casida e Quistad, 2004). 

 

 

Na presença de organofosforados, o resíduo de serina do sítio ativo é fosforilado. 

Desta forma, surge uma forte interação entre o resíduo de histidina protonada e o átomo de 

oxigênio do inibidor, o que prejudica a hidrólise da enzima, necessária para sua reativação 

(Figura 2) (SANTOS et al., 2007). 
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Figura 2: Mecanismo de inibição de acetilcolinesterase por organofosforado (SANTOS et al. 2007). 

 

 

Os inibidores de AChE ligam-se ao sítio ativo catalítico ou ao sítio aniônico 

periférico. Podem ainda abranger os dois sítios ocupando assim a maior parte da cavidade. Os 

inibidores do PAS limitam a taxa catalítica por bloqueio estérico e eletrostático modificando a 

conformação do sítio ativo. A maior parte dos ligantes é colocada na base da cavidade 

hidrofóbica. Os ligantes maiores, entretanto, estendem-se até a abertura da cavidade 

(ALMEIDA, 2015).  

Donepezil é um tipo de inibidor não competitivo de AChE que se liga ao sítio 

aniônico periférico. Rivastigmina liga-se ao sítio esterásico e galantamina, por sua vez, se liga 

ao subsítio aniônico e à porção aromática, correspondendo a um inibidor competitivo desta 

enzima (PILGER et al., 2001; COLOVIC et al., 2013).  

Alguns inibidores da acetilcolinesterase também podem inibir a 

butirilcolinesterase, como a rivastigmina e a tacrina (BONO, 2014; LISTON et al., 2004). 

Alguns pesquisadores relatam que inibidores seletivos para acetilcolinesterase produzem menos 

sinais colinérgicos periféricos, ao passo que compostos que inibem as duas colinesterases 

parecem estar associados com maior incidência de efeitos adversos (LISTON et al., 2004).  
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Segundo Raza e colaboradores (2012), entretanto, a inibição das duas enzimas é considerada 

uma estratégia promissora para o tratamento da DA. Nordberg e colaboradores (2013) apontam 

que tanto os inibidores seletivos de AChE, quanto o inibidor das duas enzimas, demonstram 

eficácia sintomática na DA.  

 

 

1.3 Uso de outras alternativas de tratamento na Doença de Alzheimer 

 

 

A vitamina E (alfa-tocoferol) e a selegilina também têm sido usadas no tratamento 

da Doença de Alzheimer. Ambas apresentam ação antioxidante, produzindo um 

desaceleramento do processo de envelhecimento celular, retardando o desenvolvimento da 

doença (INOUYE e OLIVEIRA, 2004).  

Novas pesquisas têm sido realizadas visando encontrar formas mais eficazes para o 

tratamento da DA. Algumas se baseiam em alvos já conhecidos como a acetilcolinesterase e os 

peptídeos -amilóides, enquanto outras buscam novos alvos que podem vir a ser utilizados 

futuramente. O trabalho de Hu e colaboradores (2018) mostrou que a deleção gradativa da 

enzima BACE1 em ratos adultos foi capaz de reverter completamente a deposição amiloide e, 

assim, melhorar funções cognitivas. Bicca (2016) focou seu trabalho no estudo do receptor de 

potencial transitório TRPA1 que é reconhecido como mediador de processos de dor e 

inflamação. A pesquisadora encontrou relação entre o acúmulo de oligômeros -amilóide e a 

distribuição de TRPA-1. O tratamento com antagonista seletivo deste receptor acarretou efeito 

benéfico sobre a perda da memória e mostrou ser um alvo potencial novo para o tratamento da 

DA.  

Diversos estudos recentes têm investigado a possibilidade do uso de Estimulação 

Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation, DBS) - forma elétrica de neuromodulação 

historicamente utilizada em distúrbios do movimento - no tratamento da Doença de Alzheimer. 

Segundo Lee e Lozano (2019), o uso de DBS para o tratamento da DA está em fase nascente e 

há resultados variados no uso desta estimulação para tal fim.  Entretanto, estes autores apontam 

que essa forma de tratamento apresenta um potencial promissor para uso na Doença de 

Alzheimer.  
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1.4 Busca de novos adjuvantes para o tratamento da DCC e da DA 

 

 

Dentro da perspectiva de estudo de fármacos que tenham alvos já reconhecidos, 

este trabalho visa avaliar o potencial de compostos naturais e sintéticos como adjuvantes no 

tratamento da DCC e da DA através do estudo de inibição da acetilcolinesterase em cérebros 

de cães. 

A tacrina (Figura 3) é uma tetraidroacridina e foi a primeira droga utilizada em 

pacientes com DA. Com ela foram demonstrados os benefícios da reposição colinérgica na 

Doença de Alzheimer (LIMA, 2008).  

 

 

 

Figura 3: Estrutura da tacrina 

 

 

A tacrina estabelece fortes interações com o sítio aniônico da enzima, mas não 

interage com o sítio periférico (Figura 4) (ALMEIDA, 2011). Segundo Nordberg e Svensson 

(1998), este fármaco está bastante associado à hepatotoxicidade. Os autores relataram um 

aumento da atividade de enzimas hepáticas em 49% dos pacientes com DA tratados com 

tacrina.  
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Figura 4: Interação entre Trp84 (do sítio aniônico da enzima acetilcolinesterase) com a tacrina. Interação entre o anel 

quinolínico da tacrina e o anel indólico do aminoácido (ALMEIDA, 2011). 

 

 

Segundo Lopes (2014), análogos dímeros da tacrina, conhecidos como bis-tacrina, 

têm apresentado potencial anticolinesterásico maior do que a tacrina e seus análogos, devido ao 

fato de também atuarem no sítio periférico. Com isso, a busca por dímeros e híbridos contendo 

o núcleo tacrina vêm crescendo nos estudos sobre anticolinesterásicos.    

Muitos trabalhos também têm  mostrado o efeito de derivados de cumarina (Figura 

5) na inibição da acetilcolinesterase, como os estudos de Souza e colaboradores (2016) e Anand 

e colaboradores (2012). Cumarinas são lactonas do ácido o-hidroxicinâmico e seus derivados 

possuem diversos efeitos farmacológicos conhecidos, como anticoagulante e inibidores das 

monoamina oxidases (MAO) (CHEN et al., 2005; PISANI et al., 2009; FERNANDES, 2016).  

 

 

 

Figura 5: Esqueleto básico das cumarinas 

 

 

Segundo Anand e colaboradores (2012), alguns estudos exploram o modelo da 

cumarina para síntese de anticolinesterásico também com atividades farmacológicas adicionais, 

como a diminuição da deposição de Aβ. Piazzi e colaboradores (2008), por exemplo, 

sintetizaram compostos derivados de cumarinas visando uma terapia multi-alvo. Segundo Wu 



58 

 

e colaboradores (2007), os resultados obtidos em seu trabalho sugerem que as cumarinas por 

eles estudadas, podem ser responsáveis por reversão progressiva de amnésia induzida por 

escopolamina. E, de acordo com eles, esta reversão pode estar associada à inibição da atividade 

de AChE e à ativação do sistema neuronal colinérgico. 

Alguns trabalhos também têm mostrado que os alcaloides carbolínicos também 

podem atuar como inibidores das colinesterases, como os estudos de Krskova e colaboradores 

(2011) e Torres e colaboradores (2012). Ascarbolinas (Figura 6) possuem ampla 

distribuição, sendo encontrados em diferentes plantas, como o maracujá, e em outros locais 

como fumaça de cigarro. Possuem um núcleo indólico e um anel piridínico. Apresentam 

diversas ações farmacológicas sobre o sistema nervoso central, podendo provocar alucinações 

e convulsões (MOURA, 2006). Harmanas são exemplos de alcaloides -carbolínicos e, 

segundo Boeira e colaboradores (2011), podem apresentar efeitos genotóxicos. Apesar disso, 

os compostos -carbolínicos têm sido amplamente estudados uma vez que possuem atividades 

biológicas bastante importantes como imunossupressão e atividade antioxidante (MOURA, 

2006). 

 

 

 

Figura 6: Estrutura de junção do núcleo indólico e do anel piridínico formando os alcaloides -carbolínicos. 

 

 

Recentes estudos também têm demonstrado o potencial anticolinesterásico de 

compostos com núcleo imidazólico (Figura 7). Além disso, estes compostos têm apresentado 

potencial inibitório sobre a agregação de -amilóide, sendo destacados como promissores na 

abordagem da terapia multialvo da DA (LIU et al., 2014; CORNEC et al., 2017).  
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Figura 7: Estrutura do imidazol 

 

 

Os triazóis (Figura 8) formam um grupo químico que também tem sido amplamente 

estudado para a síntese de compostos para o tratamento de Alzheimer, como foi feito por 

Mohammadi-Khanaposhtani e colaboradores (2015). Os heterociclos desempenham um papel 

importante na concepção de novas entidades estruturais para aplicações medicinais uma vez 

que fazem parte de grupos farmacofóricos, ou seja, as partes das moléculas responsáveis pela 

atividade biológica (THOMAS et al., 2011; FREITAS, 2014; SUETH-SANTIAGO et al., 

2015).  

 

 

Figura 8: Estrutura básica de um triazol 

 

 

Outros compostos que estão sendo apontados para futuras estratégias de terapia 

multialvo são os derivados do ácido cinâmico (Figura 9). Lan e colaboradores (2017) mostraram 

que derivados deste ácido, além de apresentarem potencial para inibir a atividade de 

acetilcolinesterase, podem agir como quelantes de íons metálicos.  
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Figura 9: Estrutura do ácido cinâmico 

 

 

Estudos recentes também apontam que certos açúcares, como a galactose, são 

capazes de reverter déficits cognitivos (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2014). 

Tem ocorrido nos últimos anos um aumento do interesse e da procura de 

tratamentos a base de compostos naturais. Alguns trabalhos já destacaram compostos que 

possuem efeitos terapêuticos interessantes para um futuro tratamento para doenças 

neurodegenerativas. Amaral (2011), Pedro (2008) e Raghavendra e colaboradores (2015) 

mostraram a eficácia dos extratos de boldo chileno, hortelã e de chá verde, respectivamente, em 

inibir a  acetilcolinesterase de linhas celulares humanas e do peixe poraquê. Muitas outras 

plantas apresentam também constituintes com este efeito anticolinesterásico. Segundo Barbosa-

Filho e colaboradores (2006), muitos extratos de plantas testados já mostraram atividade 

inibitória contra a acetilcolinesterase e poderiam ser considerados para estudos da DA. Segundo 

os autores, as espécies que pertencem às famílias Amaryllidaceae, Apiaceae, Asteraceae, 

Fabaceae e Fumariaceae foram amplamente estudadas.  

No trabalho de Toda e colaboradores (2011) foi possível observar que as 

procianidinas, flavonoides presentes na maçã, são capazes de suprimir a agregação de peptídeos 

Ao que torna este fruto um alvo também interessante na busca de novos tratamentos para a 

DA e DCC. 

Os resultados positivos obtidos em outrora por outros autores estudando novos 

tratamentos para a DA, demonstram que os compostos aqui apresentados possuem um alto 

potencial para uso como adjuvantes no tratamento da DCC. Portanto, este trabalho também tem 

por objetivo avaliar possíveis efeitos de diferentes compostos sobre esta patologia e sobre a 

Doença de Alzheimer, uma vez que os cães têm sido descritos como um bom modelo para o 

estudo desta última doença. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Obtenção e preparo dos compostos sintéticos e naturais 

 

 

Compostos derivados da tacrina e da lofina (Compostos 1-5) foram obtidos em 

colaboração com o Laboratório de Bioquímica Experimental e Computacional de Fármacos da 

Fundação Oswaldo Cruz. Os compostos cumarínicos (6-16), os compostos triazólicos (17-19), os 

derivados do ácido cinâmico (20-21), os compostos imidazólicos (22-24) e os derivados de harmana 

(25-28) foram obtidos em colaboração com o Laboratório de Diversidade Molecular e Química 

Medicinal da UFRRJ (LadMol-QM/UFRRJ) coordenado pelo professor Arthur Eugen Kummerle, 

coorientador  deste projeto. Todos os compostos foram dissolvidos em DMSO 0,1%.  

Os seguintes fitoquímicos foram obtidos em colaboração com o Laboratório de Química 

de Produtos Naturais da UFRRJ, coordenado pelo professor Mário Geraldo de Carvalho: Rutina 

(Sigma); Hesperidina (Sigma); Quercetina (Sigma); Alantoína (ACROS); Diosgenina e Tricina – 

extraídas no próprio laboratório. 

As infusões foram preparadas em laboratório através da adição de sachês industrializados  

em água destilada a 100°C por 10 minutos. A proporção usada foi de 1 g das  respectivas folhas, ou 

casca do fruto, para 50 mL de água. Para este preparo foram utilizadas as folhas de Mentha piperita 

(hortelã – marca Leão Fuze), Peumus boldus (boldo – marca Italianinho) e Cammelia sinensis (chá 

verde – marca Italianinho) e o fruto de Pyrus malus (maçã – marca Leão Fuze).  

 

 

2.2 Ensaio de acetilcolinesterase 

 

 

2.2.1 Obtenção de amostras de cérebros de cães 

 

 

Cérebros de cães sem raça definida (SRD) (Figura 10) com idade igual ou superior a  8 

anos, sem histórico de doença neurológica, e que foram a óbito de forma natural, foram obtidos em 

colaboração com a professora Marilene Farias de Queiroz Brito (UFRRJ) e foram oriundos de 

necropsias das aulas práticas da disciplina Anatomia Patológica Especial da UFRRJ.  
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Figura 10: Cérebro de cão idoso SRD (sem raça definida) utilizado em ensaios enzimáticos. 

 

 

2.2.2 Homogeneização de cérebros de cães  

 

 

Os cérebros foram homogeneizados em homogeneizador mecânico (tipo Potter-

Elvehjem) com tampão de ensaio (fosfato de sódio 0,1 M pH 7,5). Foi utilizado 0,25 g de cérebro/mL 

de tampão. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. Após centrifugação, o 

precipitado foi descartado e o sobrenadante foi congelado e armazenado para posterior uso.  

 

 

2.2.3 Dosagem de proteína no homogeneizado cerebral 

 

 

Para determinação da concentração proteica nos homogeneizados cerebrais foi utilizada 

a metodologia proposta por Peterson (1977). Albumina sérica bovina (10 e 100 g) foi usada como 

padrão. 

 

 

2.2.4 Determinação da atividade de acetilcolinesterase 

 

 

A presença da atividade acetilcolinesterásica no homogeneizado foi determinada 

utilizando o método de Ellman (1961) modificado. O homogeneizado foi adicionado aos poços de 

uma placa de ELISA contendo tampão de ensaio e os compostos a serem analisados. No grupo 

controle foi utilizado o solvente de dissolução dos compostos. Em todos os poços foi adicionado ácido 

5,5’ ditionitrobenzeno (DTNB) 0,32 mM dissolvido em tampão e posteriormente foi realizada a 

primeira leitura espectrofotométrica a 412 nm. Após a leitura foi feita uma incubação a 37°C por 10 

minutos. Posteriormente foi adicionado o substrato (iodeto de acetiltiocolina) 1,5 mM, obtendo-se 
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assim um volume reacional de 220 L. A seguir fez-se uma nova incubação de 10 minutos a 37°C e 

posteriomente foi realizada a segunda leitura a 412 nm. Para determinação da atividade enzimática 

foi utilizada a subtração entre as duas absorvâncias obtidas. O coeficiente de absortividade molar 

utilizado foi de 14,15 x 103 M-1cm-1, como sugerido por Eyer e colaboradores (2003).  

 

 

2.2.5 Determinação de parâmetros cinéticos 

 

 

Para determinar os parâmetros Vmáx
 (velocidade máxima) e KM

 (constante de Michaelis) 

na presença e na ausência de inibidores, foram utilizadas diferentes concentrações (0,006 a 3 mM) do 

substrato acetiltiocolina. Para determinação da IC50 (concentração inibitória de 50% da atividade 

enzimática) foram utilizadas concentração única de acetiltiocolina (1,5 mM) e diferentes 

concentrações dos inibidores. A atividade da acetilcolinesterase foi então determinada e os valores 

foram adicionados em gráficos utilizando o programa GraphPad Prism 5. Para determinação de Vmáx
 

e KM
 foi construído um gráfico de Lineweaver-Burk para cada inibidor. As constantes de inibição (Ki) 

foram determinadas através do programa GraphPad Prism 5. 

 

 

2.3 Ensaio de butirilcolinesterase 

 

 

2.3.1 Obtenção de amostras de sangue   

 

 

Amostras de sangue de cães com idade igual ou superior a 8 anos sem sintomatologia de 

disfunção neurológica foram obtidas através da concordância de seus respectivos tutores. As amostras 

foram acondicionadas em tubos do tipo Vacuntainer® sem anticoagulante para posterior obtenção do 

soro. 

 

 

2.3.2 Preparo de soro sanguíneo 
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos para 

obtenção do soro. O soro foi diluído com o tampão de ensaio fosfato de sódio 0,1 M pH 7,5 (diluição 

1:10).  

 

 

2.3.3  Determinação da atividade de butirilcolinesterase 

 

 

A presença da atividade de BChE também foi determinada utilizando o método de 

Ellman (1961) modificado. O soro diluído foi adicionado aos poços de uma placa de ELISA contendo 

tampão de ensaio e os compostos a serem analisados. No grupo controle foi utilizado o solvente de 

dissolução dos compostos. Em todos os poços foi adicionado DTNB 0,32 mM dissolvido em tampão 

e posteriormente foi feita a primeira leitura espectrofotométrica a 412 nm. Após a leitura foi feita uma 

incubação a 37°C por 10 minutos. A seguir foi adicionado o substrato (iodeto de butiriltiocolina) 1,5 

mM, obtendo-se assim um volume reacional de 220 L. A seguir fez-se uma nova incubação de 10 

minutos a 37°C e posteriomente foi feita a segunda leitura a 412 nm. Para determinação da atividade 

enzimática foi utilizada a subtração entre as duas absorvâncias obtidas. O coeficiente de absortividade 

molar utilizado foi de 14,15 x 103 M-1cm-1, como sugerido por Eyer e colaboradores (2003).  

 

 

2.4 Ensaios em levedura   

 

 

Os ensaios em Saccharomyces cerevisiae foram realizados em colaboração com o 

Laboratório de Estresse Oxidativo em Microorganismos coordenado pelo professor Cristiano Jorge 

Riger da UFRRJ. Para estes ensaios, foi utilizada a cepa BY4741  (MATa; his3; leu2; met15; ura3). 

As leveduras foram mantidas em meio de cultura sólido YPD 2% (1% de extrato de levedura, 2% de 

glicose, 2% de peptona e 2% de ágar). 

Para o ensaio de avaliação da toxicidade do composto cumarínico Cum3 foram utilizadas 

as concentrações de 10 e 100 M. Para análise do potencial antioxidante das infusões na presença de 

peróxido de hidrogênio 1 mM foi utilizado volume de 50 l de cada infusão em um meio contento 10 

mL de volume final. Para os ensaios e posterior determinação do número de células viáveis foi 

utilizada a metodologia descrita por Ferreira e colaboradores (2016). 
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2.5 Análise estatística 

 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA). Para comparação individual entre dois grupos foi utilizado o Teste t 

de student. Para comparação entre mais grupos utilizou-se o Teste Student-Newman-Keuls (SNK) ou 

Teste de Tukey. Para os testes estatísticos foi considerado o nível de significância de 5%. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Atividade de acetilcolinesterase versus concentração proteica 

 

 

Inicialmente foi construída uma curva de concentração de proteína versus atividade 

de AChE, visando identificar uma concentração adequada para os posteriores ensaios com os 

inibidores. Esta curva é apresentada na Figura 11.  

 

 

 

Figura 11: Curva de concentração de proteína versus atividade de acetilcolinesterase em homogeneizado de cérebro canino. 

 

 

Através da análise da curva da Figura 11, foi definida a concentração proteica de 

0,24 mg/mL para os ensaios de inibição. Como pode ser observado, o ponto referente a esta 

concentração se encontra bastante próximo à linha de tendência e possibilita um nível de 

atividade enzimática significativa. Além disso, valores mais altos de concentração proteica 

poderiam prejudicar o ensaio enzimático por promoverem valores mais altos de absorvância 

em decorrência do maior volume de homogeneizado. 

 

 

3.2 Efeito de compostos naturais sobre acetilcolinesterase cerebral 

 

 

3.2.1 Infusões 

 

A busca de compostos terapêuticos naturais de fácil acesso e de baixo custo é de 

grande relevância na área da Saúde, sobretudo na área da Medicina Veterinária. Desta forma, 
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este trabalho buscou avaliar inicialmente os efeitos in vitro de infusões sobre a atividade da 

AChE em cérebro de cães. 

Assim, selecionou-se 4 infusões comerciais bastante comuns no Brasil: chá verde, 

infusão de hortelã, infusão de boldo e infusão de maçã. O efeito in vitro destes compostos sobre 

a atividade de AChE pode ser observado na Figura 12.  

 

 

 

Figura 12: Efeito de infusões sobre a atividade de acetilcolinesterase em homogeneizado de cérebro canino. 

 

 

A partir da análise da Figura 12 pôde-se observar que os infusões que inibem de 

forma mais expressiva a atividade enzimática de AChE são o chá de boldo e o chá verde. 

Segundo o Teste t de Student (=0,05), o chá de maçã também foi capaz de inibir de forma 

significativa a atividade de AChE, embora de forma menos expressiva. Não houve diferença 

significativa entre as inibições provocadas pelo chá de boldo e pelo chá verde. Com isso, estas 

infusões passaram a representar os principais compostos desta parte do trabalho.  

Segundo nossos resultados, para inibir 50% da atividade in vitro de AChE em 

cérebro canino foi necessária uma concentração de 1,9 mg/mL de chá de boldo; 

aproximadamente o dobro da concentração necessária para inibir AChE de Electrophorus 

electricus utilizando extrato de folhas frescas segundo Falé e colaboradores (2012). No caso do 

chá verde, nossos resultados indicaram a necessidade de 1,7 mg/mL de concentração de chá 

para inibição de 50% da atividade, concentração também mais alta do que as apresentadas na 

literatura onde fez-se uso de extratos sobre o E. electricus  (JAZAYERI et al., 2014; 

RAGHAVENDRA et al., 2015). 
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Esta diferença pode ser decorrente da presença de resíduos distintos de aminoácidos 

do sítio ativo de AChE em E. electricus e em cães fazendo interação com componentes destas 

infusões. Além disso, como foi demonstrado nos estudos de Nishiwama e colaboradores (2010) 

com chá verde, a forma de preparo e de acondicionamento e o tempo de infusão influenciam 

bastante nas atividades biológicas do chá e no teor dos compostos bioativos. 

O potencial antioxidante destes quatro chás foi analisado no Laboratório de Estresse 

Oxidativo em Microorganismos da UFRRJ. Neste ensaio, o peróxido de hidrogênio - como 

agente oxidativo - foi utilizado com a intenção de provocar estresse no meio de cultura, levando 

algumas células à morte. O resultado é apresentado na Figura 13. 

 

 

 

Figura 13: Potencial antioxidante de infusões (0,5%) na presença de peróxido de hidrogênio (0,01%) em leveduras 

Saccharomyces cerevisiae. Colunas com mesma letra não apresentaram diferença significativa no Teste de Tukey, =0,05.  

 

 

Como pode ser observado na Figura 13, ao utilizar o peróxido de hidrogênio, há 

uma redução de aproximadamente 50% no número de células. O uso das infusões de maçã, 

boldo e hortelã ofereceram certo nível de proteção ao meio de cultura, aumentando a sobrevida 

de S. cerevisiae. O chá verde não foi capaz de oferecer esta proteção, visto que não houve 

diferença significativa entre a sobrevida obtida entre o grupo de H2O2 sem infusões (segunda 

coluna) e o grupo de H2O2 com chá verde (quinta coluna).  

O fato do chá verde não ter apresentado eficácia como agente antioxidante, somado 

aos resultados de Kapetanovic e colaboradores (2009) que demonstraram que o uso crônico 

deste chá provoca alta toxicidade em cães, fez com que a infusão de boldo se apresentasse como 

a infusão mais relevante deste trabalho. Além disso, Peumus boldus é uma planta que já está 
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presente na composição de medicamentos veterinários de uso oral para cães, como Anibio 

Pankrea Vital e Naturovita Pet, ambos indicados para problemas digestivos, entre outras 

disfunções. Tem sido demonstrada também a eficácia desta planta combinada com Spiraea 

ulmaria no controle bacteriano em cães atópicos (SANTORO et al., 2018). Esta planta também 

apresenta constituintes que possuem uso terapêutico já consolidado na medicina veterinária, 

como a rutina (FOSSUM, 2008) e a quercetina (BROADFOOT et al., 2009), o que aumenta 

ainda mais a perspectiva dos estudos com esta infusão.  

 

 

3.2.2 Fitoquímicos isolados 

 

 

Os primeiros fitoquímicos estudados no presente trabalho foram dois flavonoides 

presentes no boldo: quercetina (3,5,7,3'- 4'-pentahidroxi flavona) e rutina (quercetina 3-

rutinosídeo) (CAMATTI-SARTORI et al., 2013; MATSUBARA & RODRIGUEZ-AMAYA, 

2006).  

Enquanto a quercetina se mostrou eficaz na inibição in vitro da atividade de AChE 

em cães, a rutina não foi capaz de inibir esta enzima de forma significativa. Resultado 

semelhante foi encontrado por Khan e colaboradores (2009) utilizando E. electricus. Além 

destes flavonoides, foram selecionados outros fitoquímicos para um screening na busca de 

novas moléculas naturais capazes de inibir de forma significativa a enzima AChE em cérebro 

de cão (Figura 14). Para esta análise foi utilizado o propoxur a 0,2 mM como inibidor conhecido 

de AChE (controle positivo) que teve uma inibição semelhante à apresentada na literatura 

(WEILL et al., 2004). 
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Figura 14: Efeito de fitoquímicos a 1 mM sobre a atividade de acetilcolinesterase em homogeneizado de cérebro canino.  

Colunas com mesma letra não apresentaram diferença significativa no Teste de Tukey, =0,05. 

 

 

Como pode ser observado na Figura 14, foi utilizada uma concentração 

relativamente alta dos fitoquímicos (1 mM), e somente a quercetina foi capaz de inibir mais de 

50% da atividade enzimática nestas condições. Desta forma, esta substância foi o fitoquímico 

selecionado para a construção de uma curva de determinação da IC50 (concentração de inibidor 

responsável pela inibição de 50% da atividade enzimática) (Figura 15).  

 

 

Figura 15: Curva de inibição da atividade de acetilcolinesterase cerebral através do uso de quercetina. 

 

 

A IC 50 de quercetina (0,43 mM (±0,14)) obtida neste trabalho (Figura 15) foi 

semelhante a encontrada por Khan e colaboradores (2009) em seu estudo com E. electricus, 

onde o autor classificou este flavonoide como um inibidor competitivo de AChE. Estudos 

computacionais apresentados na literatura têm mostrado interações importantes entre a 

quercetina e aminoácidos do sítios aniônio e do PAS. Apesar da quercetina ter apresentado uma 
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IC50 relativamente alta, ela pode ser classificada como uma inibidora ativa de acetilcolinesterase 

segundo a classificação de Wink (2000).  

De acordo com a literatura, a quercetina tem mostrado ser capaz de fornecer 

benefícios para processos cognitivos como de aprendizagem e memória. Isto foi demonstrado 

em camundongos no trabalho de Wang e colaboradores (2014). Os estudos de Maria e 

colaboradores (2015) também mostraram que este flavonóide foi capaz de melhorar o 

desempenho em tarefas de aprendizagem e memória espacial, sugerindo ser capaz de reverter 

características histológicas da Doença de Alzheimer e proteger a função cognitiva em 

camundongos.   

 

 

3.3 Efeito de compostos sintéticos sobre acetilcolinesterase cerebral 

 

 

Inicialmente foi realizado um screening com compostos de 10 diferentes séries de 

síntese, com o objetivo de selecionar aqueles com melhor potencial anticolinesterásico. O 

resultado deste screening é apresentado na Figura 16. As estruturas de todos estes compostos 

são apresentadas no Anexo I. 
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Figura 16: Efeito de compostos sintéticos e fitoquímicos em cérebro canino a 0,01 mM (compostos de 1 a 9) e a 1 mM 

(compostos de 10 a 34). C: Controle. P: Controle positivo de inibição (propoxur a 0,2 mM). 1- Tacrina. Derivados da tacrina: 

2- TacX (baseada na tacrina com inserção de xilose); 3- TacR (baseada na tacrina com inserção de ribose). Derivados da lofina: 

4- LofX (baseada na lofina com inserção de xilose); 5- LofR (baseada na lofina com inserção de ribose). Série I de derivados 

da cumarina: 6- Cum1; 7- Cum2; 8- Cum3; 9- Cum4. Série II de derivados da cumarina: 10- Cum1i; 11-Cum2i. Série III de 

derivados da cumarina: 12- Cum1ii; 13- Cum2ii. Série IV de derivados da cumarina: 14- Cum1iii; 15- Cum2iii; 16- Cum3iii. 

Derivados de triazóis: 17- Tr1; 18- Tr2; 19- Tr3. Derivados do ácido cinâmico: 20- Ac1; 21- Ac2. Imidazolinas: 22- Im1; 23- 

Im2; 24- Im3. Derivados de harmana: 25- Har1; 26- Har2; 27- Har3; 28- Har4. Fitoquímicos: 29- quercetina; 30- rutina; 31-

tricina; 32- hesperidina; 33- diosgenina; 34- alantoína. Colunas com mesma cor e mesmo desenho interno pertencem à mesma 

série, exceto as barras correspondentes aos compostos fitoquímicos referenciados com números de 29 a 34. Barras com mesmo 

desenho interno derivam de um mesmo composto-base, exceto as barras correspondentes aos fitoquímicos. *Diferença 

significativa em relação ao C (controle). ns: não é significativa a diferença em relação ao C (controle). Teste de Tukey, =0,05. 

 

 

O composto 1 consiste na molécula de tacrina purificada. Os compostos 2 e 3 

referem-se à tacrina conjugada com pentoses, ao passo que os compostos 4 e 5 referem-se à 

lofina (composto imidazólico) conjugada com as mesmas pentoses (xilose e ribose, 

respectivamente). Os compostos de 6 a 16 consistem em 4 diferentes séries de compostos 

cumarínicos. Os compostos 17 a 19 são triazóis. Os compostos 20 e 21 derivam do ácido 

cinâmico. Os compostos 22 a 24 referem-se a compostos imidazólicos. Os compostos 25 a 28 

são compostos -carbolínicos, mais precisamente compostos derivados de harmana. Na Figura 

16 é apresentado também novamente os fitoquímicos (29 a 34) da Figura 14 como forma de 

facilitar a comparação entre os diferentes tipos de tratamento analisados.  

Como pode ser observado na Figura 16, as séries referentes aos compostos 

derivados da tacrina (1 a 3) e aos compostos cumarínicos da série I (6 a 9) se destacaram como 

mais eficazes na inibição in vitro de acetilcolinesterase cerebral em cães. Desta forma, estas 

duas séries, bem como a série das harmanas (25 a 28) – que também apresentou certo destaque 

nesta inibição - foram selecionadas para a construção de curvas de determinação de IC50. 
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3.3.1 Série das tacrinas 

 

 

A curva de determinação da IC50 da tacrina e dos seus dois derivados é apresentada 

na Figura 17 e os valores da IC50 são apresentados na Tabela 1. 

 

 

 

Figura 17: Curva de inibição da atividade de acetilcolinesterase cerebral através do uso dos compostos da série das tacrinas. 

 

 

 

Tabela 1: Valores de IC50 obtidos pelos compostos da série das tacrinas 

Compostos IC50 (M) 

TacX 0,395 (±0,24) 

Tacrina 0,341 (±0,08) 

TacR 0,586 (±0,19) 

 

 

O composto TacX apresentou um potencial inibitório bastante expressivo, mas 

bastante semelhante ao composto-base (tacrina). Ao avaliar o gráfico da Figura 17, TacX parece 

ser levemente mais eficaz do que seu composto-base. Ao calcular a IC50 no programa GraphPad 

Prism 5, não há diferença significativa entre os dois compostos, como mostra a Tabela 1. Desta 

forma, é posssível observar que a estrutura da TacX não foi capaz de melhorar a eficácia da 

inbição de tacrina em acetilcolinesterase cerebral de cães.   

O composto TacR apresentou um valor de IC50 mais elevado (Tabela 1), mas a 

diferença também não apresenta diferença estatisticamente significativa. O fato de TacR 
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possuir maior número de carbonos espaçadores e um número maior de metilas periféricas, como 

mostra a Figura 18, pode ter dificultado um pouco a interação enzima-inibidor. Entretanto, para 

confirmar esta hipótese, é necessário um estudo computacional mostrando a interação entre 

estes compostos e o sítio ativo da enzima. 

Uma vez que nenhum destes novos compostos mostrou-se com eficácia 

significativamente superior ao composto-base, e levando-se em consideração a toxicidade da 

tacrina, esta série foi eliminada do nosso estudo.  

 

 

 

Figura 18: Estrutura dos compostos da série das tacrinas. 

 

 

De acordo com a literatura, a tacrina interage com o sítio aniônico da enzima. 

Alguns compostos que  possuem a tacrina como base podem interagir com este sítio e interagir 

ainda com o PAS, como é o caso da bis-tacrina (ALMEIDA, 2011; LOPES, 2014). Como foi 

possível notar no presente estudo, apesar dos compostos TacX e TacR apresentarem uma 

estrutura significativamente maior do que a tacrina, eles não apresentaram uma eficácia 

aumentada. 

O valor de IC50 da tacrina (0,341 M) no cérebro canino em nosso trabalho 

apresentou um valor próximo à IC 50 obtida por Rydberg e colaboradores (2006) com cérebro 

de rato (0,223M), por Dgachi e colaboradores (2016) com AChE humana (0,131 M) e por 

Rakonczay (2003) também com AChE humana  (0,45 M). Segundo dados da literatura, a 

tacrina pode ser classificada como um inibidor não competitivo da acetilcolinesterase 

(MARKIS, 1990). 

 

 

3.3.2 Série I das cumarinas   
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Os compostos da primeira série de cumarinas foram eficazes na inibição da 

acetilcolinesterase cerebral em cães. Assim, foi construída uma curva de determinação da IC50 

destes quatro compostos (Figura 19). Os respectivos valores de IC50 são apresentados na Tabela 

2.  

 

 
Figura 19: Curva de inibição da atividade de acetilcolinesterase cerebral através do uso dos compostos da série I das cumarinas. 

 

 

Tabela 2: Valores de IC50 obtidos pelos compostos da série I das cumarinas. 

 

 

 

Os valores de IC50 obtidos com os compostos Cum3 e Cum4 desta série foram 

menores que os valores obtidos por alguns compostos comerciais em acetilcolinesterase de 

cérebro humano  por Rakonczay (2003): rivastigmina (4,76 M), tacrina (0,45 M), 

galantamina (5 M) e donepezila (0,323 M); e mais altos que compostos como a bis-tacrina 

(0,0286 nM). Yao e colaboradores (2016) estudando outros derivados cumarínicos encontraram 

IC50 de 0,034 M, semelhante à IC50 dos compostos Cum3 e Cum4. 

Ao comparar os valores de IC50 dos quatro compostos da presente série, é possível 

observar que Cum3 e Cum4 (3-bromo-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina e 3-fenil-7-((3-

piperidin-1-il)propoxi)-cumarina, respectivamente) apresentaram maior potencial inibitório 

Cumarinas IC50 (M) 

Cum1 0.676 (±0,44) 

Cum2 2.168 (±0,67) 

Cum3 0.063 (±0,04) 

Cum4 0.059 (±0,03) 
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que os outros dois compostos (Cum1 e Cum 2, respectivamente 3-bromo-7-((2-piperidin-1-

il)etoxi)-cumarina e 3-fenil-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina). É importante destacar, 

entretanto, que na presença das maiores concentrações utilizadas, Cum2 apresentou potencial 

de inibição equivalente à Cum3 e Cum4 (Figura 19). 

Como pode ser observado na Figura 20, os compostos Cum3 e Cum4 apresentam 

um carbono espaçador a mais. Este aumento na estrutura da molécula parece ter favorecido a 

interação com os resíduos de aminoácidos da enzima. Segundo Raza e colaboradores (2012), 

os compostos cumarínicos estudados em sua pesquisa poderiam fazer interação primária com o 

sítio ativo e interação secundária com o PAS, atuando como inibidores competitivos. Segundo 

o docking feito com um composto cumarínico de Ghanei-Nasab e colaboradores (2016), esta 

molécula também foi capaz de interagir com resíduos de aminoácidos do PAS. A interação de 

compostos cumarínicos com o sítio periférico também foi demonstrada por Radic e 

colaboradores (1991).  

 

 

 
 

Figura 20: Estrutura dos compostos da série I das cumarinas. 

 

 

De modo a analisar as interações entre os compostos e os sítios da enzima, foi 

realizado um estudo computacional em colaboração com o Laboratório de Modelagem 

Molecular da UFRRJ. Estas interações são apresentadas nas Figura 21 e 22. 
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Figura 21: Interação entre os compostos da série I das cumarinas e os aminoácidos do sítio ativo de acetilcolinesterase da 

espécie Canis familiaris. Cum1 é representada pela cor rosa. Cum2 é representada pela cor azul. Cum3 é representada pela cor 

amarela. Cum4 é representada pela cor verde. Trp314 (correspondente ao resíduo Trp279 do PAS de T. californica). Ser231 

(correspondente ao resíduo Ser200 da tríade catalítica de T. californica).  

 

 

Como pode ser observado na Figura 21, os compostos interagem com os resíduos 

Trp314 (correspondente ao resíduo Trp279 do PAS de T. californica) e Ser231 (correspondente 

ao resíduo Ser200 da tríade catalítica de T. californica). A Figura 22 apresenta estas interações 

de forma mais minuciosa. 

 

 

 
Figura 22: Interação entre os compostos da série I das cumarinas e os aminoácidos do sítio ativo de acetilcolinesterase da 

espécie Canis familiaris em imagem mais aproximada. Trp314 (correspondente ao resíduo Trp279 do PAS de T. californica). 

Ser231 (correspondente ao resíduo Ser200 da tríade catalítica de T. californica).  
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Como pode ser observado na Figura 22, a porção aromática dos compostos interage 

com o PAS, ao passo que a porção que contém o substituinte piperidinilalcoxi adentra o sítio 

ativo da enzima interagindo com a serina 231. Pode-se observar também que o heterociclo 

nitrogenado da Cum2 é o que se encontra mais afastado do resíduo de serina do sítio ativo, o 

que ajuda a justificar seu maior valor de IC50. 

A interação do inibidor donepezila com o PAS é semelhante à que ocorre com estes 

compostos cumarínicos, uma vez que tal inibidor comercial faz interação importante com o 

Trp279 (resíduo de correspondência ao Trp314 de Canis familiaris) (MOHAMMADI-FARANI 

et al., 2013; ALMEIDA, 2011). Por outro lado, o composto comercial tacrina não interage com 

o sítio periférico, mas faz fortes interações com o sítio aniônico da enzima. Rivastigmina liga-

se ao sítio esterásico e galantamina, por sua vez, se estende ao longo do sítio ativo da enzima a 

partir do subsítio aniônico para o PAS (ALMEIDA, 2011; COLOVIC et al., 2013; PILGER et 

al., 2001). 

 

 

3.3.3 Série das harmanas 

 

 

A série das harmanas, embora não tenha sido tão eficaz quanto às duas séries 

descritas anteriormente, também apresentou um bom potencial anticolinesterásico. A curva de 

determinação da IC50 dos compostos é apresentada na Figura 23. A Tabela 3 apresenta os 

valores de IC50. 

 

 

 
Figura 23: Curva de inibição da atividade de acetilcolinesterase cerebral através do uso dos compostos da série das harmanas. 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadi-Farani%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23758724
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Tabela 3: Valores de IC50 obtidos pelos compostos da série das harmanas.  

 

  

 

Como pode ser observado na Figura 23 e na Tabela 3, o composto Har3 foi o que 

apresentou o menor valor de IC50. Enquanto isso, o composto Har4 foi o menos eficaz dos 

quatro compostos da presente série, mesmo apresentando bastante semelhança estrutural com 

Har3. Isto mostra que provavelmente a presença do radical metila – em Har3 - ligado ao N 

piridínico favoreceu a interação com resíduos de aminoácidos da enzima em comparação com 

o radical benzila – em Cum4 - neste mesmo N, como mostra a Figura 24. Os compostos Har1 

e Har2, ambos com inserção de um halogênio em um anel aromático, apresentaram resultados 

semelhantes entre si. Os halogênios são considerados substituintes desativadores para o anel 

aromático. O cloro pode ter sido responsável por tornar a molécula mais apolar, modificando a 

interação entre enzima e inibidor, uma vez que há grande lipofilicidade na cavidade da enzima, 

como aponta Almeida (2015). Entretanto, para uma análise mais profunda sobre tais interações 

faz-se necessário um estudo computacional com estes compostos e a enzima.  

 

 

 
Figura 24: Estruturas de compostos da série das harmanas. 

 

Harmanas IC50 (mM) 

Har1 0.129 (±0,08) 

Har2 0.119 (±0,02) 

Har3 0.037 (±0,02) 

Har4 ND 
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Segundo Ghosal e colaboradores (1972), alguns compostos -carbolínicos podem 

atuar em apenas um sítio da acetilcolinesterase, enquanto outros podem atuar nos sítios aniônico 

e esterásico juntamente. Os compostos harmânicos carbolínicos estudados por Torres e 

colaboradores (2012) e classificados como inibidores não competitivos de AChE, mostraram 

haver uma interação entre eles e os resíduos de Trp84, Phe330 e His440. 

 

 

3.4 Ensaios realizados com os compostos que apresentaram maior eficácia  

 

 

Para dar continuidade a este trabalho, foram selecionados quatro tratamentos. 

Dentre os compostos sintéticos, selecionou-se os compostos Cum3 e Cum4, uma vez que foram 

os compostos com menor valor de IC50. Dentre os fitoquímicos, a quercetina apresentou maior 

potencial anticolinesterásico, sendo por isso também selecionada para as próximas etapas deste 

trabalho. Dentre as infusões, foi selecionado o boldo devido ao seu alto potencial 

anticolinesterásico e seu potencial antioxidante significativo.  

Desta forma, o efeito inibitório destes tratamentos sobre a butirilcolinesterase 

sanguínea em cães foi avaliado. Os resultados são apresentados a seguir. 

 

 

3.4.1 Efeito de compostos sobre butirilcolinesterase sérica 

 

 

Para comparação entre os efeitos inibitórios sobre AChE cerebral e BChE 

sanguínea, ambos resultados são apresentados nas figuras 25 e 26. 

A Figura 25 apresenta o resultado do efeito da infusão de boldo sobre estas enzimas. 
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Figura 25: Efeito da infusão de boldo sobre a atividade in vitro de acetilcolinesterase cerebral e butirilcolinesterase sérica em 

cães.  

 

 

Como pode ser observado na Figura 25, a infusão de boldo é capaz de inibir a BChE 

quando se apresenta em uma concentração mais alta no meio reacional. O trabalho de 

Host´álková e colaboradores (2015) demonstrou o efeito inibitório de alguns alcaloides de 

Peumus boldus sobre a butirilcolinesterase, como reticulina e N-metilcoclaurina.  

Também é possível observar na Figura 25 que a inibição de acetilcolinesterase foi 

mais expressiva do que a da BChE. Na maior concentração utilizada, a infusão foi capaz de 

inibir 62%  da atividade de AChE contra apenas 25,7% de inibição sobre BChE. Isto sugere, 

portanto, que as substâncias presentes nesta infusão, quando em conjunto, apresentam melhor 

interação com o sítio ativo de AChE.  

A Figura 26 apresenta os resultados do efeito dos compostos cumarínicos e da 

quercetina sobre as colinesterases. 
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Figura 26: Efeito de Cum3 (A), Cum4 (B) e quercetina (C) sobre a atividade in vitro de acetilcolinesterase cerebral e 

butirilcolinesterase sérica em cães. De modo a facilitar a comparação entre os efeitos em AChE cerebral e em BChE sérica, os 

resultados anteriormente apresentados de acetilcolinesterase foram adicionados a estes gráficos.  

 

 

Como pode ser observado na Figura 26 (A, B e C), os três compostos parecem 

interagir melhor com o sítio ativo de AChE do que com o sítio de BChE. 

A quercetina inibiu aproximadamente 31% da atividade de BChE na maior 

concentração avaliada (1mM), enquanto no ensaio de inibição de AChE ela foi capaz de inibir 

aproximadamente 79% da atividade nesta mesma concentração. Os resultados obtidos por Khan 

e colaboradores (2009) comparando o efeito deste flavonóide em AChE de Torpedo californica 

e BChE de soro de cavalo também mostraram uma eficácia maior sobre AChE em relação à 

BChE. 

Os dois compostos cumarínicos inibiram aproximadamente 29% da atividade de 

butirilcolinesterase na maior concentração avaliada (0,1mM). Vale lembrar que nesta mesma 

concentração, ambos os compostos inibiram aproximadamente 85% da atividade de AChE. De 

uma forma geral, compostos anticolinesterásicos que atuam com nula ou baixa potência sobre 

BChE parecem ocasionar menos efeitos adversos, uma vez que a butirilcolinesterase atua sobre 

diferentes tecidos do organismo. 
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A maioria dos derivados cumarínicos sintetizados por Saeed e colaboradores (2015) 

também inibiram acetilcolinesterase com mais eficiência do que a butirilcolinesterase. Estes 

autores avaliaram seus derivados sobre AChE de peixe elétrico e sobre BChE de soro equino. 

Joubert e colaboradores (2017), por outro lado, mostraram que a maioria dos derivados 

cumarínicos por eles sintetizados, apresentou maior eficiência na inibição de BChE do que de 

AChE. Joubert e colaboradores também utilizaram enzimas provenientes de peixe elétrico e de 

soro equino.  

 

 

3.4.2 Estudo cinético da atividade de acetilcolinesterase 

 

 

3.4.2.1 Compostos cumarínicos 

 

 

Para confirmar os resultados obtidos com o docking de Cum3 e Cum4, avaliou-se 

o potencial inibitório destes dois compostos sob diferentes concentrações de substrato no meio 

reacional.  

Para esta análise foram construídos gráficos do tipo Michaelis-Menten e de 

Lineweaver-Burk, também conhecido como duplo recíproco. Neste último, a intersecção no 

eixo y corresponde a 1/Vmáx, enquanto a intersecção no eixo x corresponde a -1/ KM. 

A Figura 27 e a Tabela 4 apresentam os resultados obtidos pelo uso dos compostos 

Cum3 e Cum4. Ki representa a constante de inibição competitiva, enquanto Ki’ representa a 

constante de inibição mista. 
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Figura 27:  Determinação do efeito inibitório da Cum3 (0,03 M) e Cum4 (0,03 M) sobre a atividade de acetilcolinesterase 

em cérebro de Canis familiaris sob diferentes concentrações de substrato. A) Gráfico do tipo Michaelis-Menten: velocidade da 

hidrólise do substrato versus concentração do substrato.  B) Gráfico do tipo Lineweaver-Burk com valores invertidos de 

velocidade e concentração. 
 

 

 
Tabela 4: Parâmetros cinéticos obtidos através da construção dos gráficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk. 

Parâmetros obtidos através do gráfico de Michaelis-Menten 

Parâmetros cinéticos Sem inibidor  Cum3 0,03M Cum4 0,03M 

Vmáx 4,785 (±0,16) 3,566 (±0,14) 3,734 (±0,17) 

KM 0,089 (±0,013) 0,115 (±0,019) 0,143 (±0,026) 

Ki - 12,3 11,33 

Ki’ - 39,48 30,33 

Parâmetros obtidos através do gráfico de Lineweaver-Burk 

Parâmetros cinéticos Sem inibidor  Cum3 0,03M Cum4 0,03M 

Vmáx  4,264 (±0,74) 3,258 (±0,42) 3,381 (±0,44) 

KM 0,050 (±0,017) 0,083 (±0,018) 0,109 (±0,022) 

Unidades: Vmáx= nmol/min/mg de proteína. KM= mM. Ki= nM. 

 

 

Como pode ser observado na Figura 27 A, a presença dos dois inibidores reduz a 

velocidade da reação, entretanto não é possível observar através deste gráfico se há alteração 

significativa na velocidade máxima da mesma. Por outro lado, a Figura 27 B evidencia que os 

pontos onde as retas cortam o eixo de y são bastante semelhantes, mostrando haver apenas uma 

diferença discreta na Vmáx da reação, como pode ser confirmado na Tabela 4. Enquanto isso, os 

pontos onde as retas cortam o eixo de x diferem bastante entre si, mostrando alteração 

significativa no valor de KM, confirmada na Tabela 4. Desta forma, é possível afirmar que os 

compostos Cum3 e Cum4 apresentam tendência para inibição do tipo competitiva. Entretanto, 

o fato do valor de Vmáx ser ligeiramente reduzido na presença do inibidor corrobora a interação 

destes compostos com o resíduo Trp314 do sítio periférico, mostrada no estudo computacional. 
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Assim, estes inibidores podem ser classificados como inibidores mistos com predileção para 

inibição do tipo competitiva.  

Pode ser observado também através da análise da Tabela 4 que o Ki de ambos os 

compostos é expressivamente baixo, o que mostra que estes inibidores são altamente eficazes. 

No estudo de Pisani e colaboradores (2010) com derivados cumarínicos também foram 

encontrados valores de Ki na ordem nanomolar. 

 

 

3.4.2.2 Quercetina 

 

 

Para complementar as análises da quercetina, também foi realizado o estudo 

cinético com este fitoquímico. A Figura 28 e a Tabela 5 apresentam os resultados obtidos. Ki 

representa a constante de inibição competitiva, enquanto Ki’ representa a constante de inibição 

mista. 

 

 

 

Figura 28:  Determinação do efeito inibitório da quercetina (0,1 mM) sobre a atividade de acetilcolinesterase em cérebro de 

Canis familiaris sob diferentes concentrações de substrato. A) Gráfico do tipo Michaelis-Menten: velocidade da hidrólise do 

substrato versus concentração do substrato.  B) Gráfico do tipo Lineweaver-Burk com valores invertidos de velocidade e 

concentração. 
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Tabela 5: Parâmetros cinéticos obtidos através da construção dos gráficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk. 

Parâmetros obtidos através do gráfico de Michaelis-Menten 

Parâmetros cinéticos Sem inibidor Com inibidor (Quercetina 

0,1mM) 

Vmáx 4,928 (±0,32) 4,76 (±0,2) 

KM 0,089 (±0,036) 0,451 (±0,072) 

Ki - 23,92 

Ki’ - 28,65 

Parâmetros obtidos através do gráfico de Lineweaver-Burk 

Parâmetros cinéticos Sem inibidor Com inibidor (Quercetina 

0,1mM) 

Vmáx 4,423 (±0,37) 4,009 (±0,94) 

KM 0,056 (±0,02) 0,672 (±0,48) 

Unidades: Vmáx = nmol/min/mg de proteína. KM= mM. Ki= M.  

 

 

Como pode ser observado na Figura 28 A, apesar da quercetina inibir a atividade 

de AChE, os valores da Vmáx são bastante semelhantes. A Figura 28 B também mostra com 

maior clareza que não há alteração significativa na Vmáx, uma vez que os pontos onde ambas as 

retas cortam o eixo de y são muito próximos. Esta evidência também é confirmada na Tabela 

7. A Figura 28 B também mostra que os pontos onde as duas retas cortam o eixo de x são 

bastante distintos, o que demonstra uma diferença expressiva no valor de KM, confirmada na 

Tabela 7. Desta forma, é possível afirmar que a quercetina apresentou um comportamento de 

inibidor competitivo de AChE, como descrito por Khan e colaboradores (2009) em AChE de 

Torpedo californica.  

Vale ressaltar que os valores de KM e Vmáx obtidos nos homogeneizados controles 

deste trabalho, de forma geral, se assemelham a valores obtidos por outros autores, embora no 

presente estudo, os valores tenham sido ligeiramente menores. Como mostrado na Tabela 2, o 

valor de Vmáx de AChE no homogeneizado de cérebro canino foi de aproximadamente 4,6 

nmol/min/mg e o valor de KM foi de aproximadamente 0,07 mM. Jebali e colaboradores (2011) 

encontraram Vmáx de 179,1 nmol/min/mg e KM de 0,34 mM em Cerastoderma glaucum (animal 

total) e Vmáx de 36,48 nmol/min/mg e KM de 2,06 mM nas guelras destes animais. Dave e 

colaboradores (2000) encontraram Vmáx de 126,9 nmol/min/mg e KM de 0,036 mM em 

homogeneizado (sobrenadante) de cérebro de rato. Uma justificativa para a discrepância entre 
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as velocidades máximas obtidas no homogeneizado de cérebro de cães do presente estudo e no 

homogeneizado de cérebro de rato do trabalho de Dave e colaboradores (2000) é o fato dos cães 

deste trabalho terem tido uma morte de forma natural. Assim, pode ter havido perda de parte da 

atividade enzimática no tempo decorrido entre a morte do animal e a sua dissecação. Apesar 

disso, o nível de atividade de AChE mantido no homogeneizado de cérebro canino do presente 

estudo mostrou-se satisfatório para o estudo da inibição desta enzima. 

 

 

3.4.3 Ensaio de toxicidade em leveduras 

 

 

Em colaboração com o Laboratório de Estresse Oxidativo em Microorganismos foi 

avaliada a toxicidade do composto Cum3 em leveduras Saccharomyces cerevisiae. Os 

resultados da análise são apresentados na Tabela 6. 

   

Tabela 6: Ensaio de citotoxicidade do composto Cum3 da série I de cumarinas em leveduras Saccharomyces cerevisiae. Os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

Toxicidade Média do n° de colônias 

(Experimento I) 

Média do n° de colônias 

(Experimento II) 

Controle 98,5 71 

Cum3 (10M) 96,5 70 

Cum3 (100M) 108 69,5 

 

 

Como pode ser observado na Tabela 6, o composto Cum3 não se apresenta como 

tóxico à levedura, uma vez que as médias dos números de colônias não diferiram de forma 

significativa entre os grupos. Uma vez que a única diferença entre os compostos Cum4 e Cum3 

é a presença de um radical benzila no lugar do Br, respectivamente, sugere-se que Cum4 

também não seja tóxico a S. cerevisiae.  

Não foi necessária a realização do ensaio em leveduras com a quercetina uma vez 

que estes resultados já têm sido apresentados na literatura. Soares e colaboradores (2005) 

mostraram um significativo aumento da sobrevivência de S. cerevisiae tratadas com agente 

estressor juntamente com a quercetina. Concluíram, portanto, que a quercetina possui potencial 

antioxidante significativo. Vilaça e colaboradores (2012) também mostraram que este 

flavonóide protege S. cerevisiae do estresse oxidativo. E, segundo Belinha e colaboradores 
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(2007), a quercetina, além de aumentar a resistência ao estresse oxidativo em S. cerevisiae, é 

capaz de aumentar o tempo de vida cronológico. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 

Foi possível observar através dos resultados obtidos, que os compostos Cum3 e 

Cum4 agem como potentes inibidores competitivos da atividade in vitro de AChE cerebral e 

apresentam pouco efeito sobre a atividade in vitro de BChE sanguínea em cães. Uma vez que a 

Cum3 não apresentou nível de toxicidade significativo sobre células de levedura, acredita-se 

que ambos os compostos - devido à semelhança estrutural entre Cum3 e Cum4 – não sejam 

tóxicos a células animais. Entretanto, é importante ressaltar que os resultados aqui obtidos, 

embora bastante promissores, consistem em resultados ainda iniciais. Assim, faz-se 

estritamente necessária a análise da toxicidade e da eficácia in vivo destes compostos em 

animais, visando o uso futuro dos mesmos como adjuvantes no tratamento da DCC. 

Também foi observado neste trabalho que a infusão de boldo comercial aqui 

utilizado age como inibidor significativo da atividade in vitro de AChE em cérebro de cães e 

que apresenta efeito  antioxidante sobre células de levedura. Em concentrações altas, esta 

infusão também se mostra capaz de inibir a atividade sérica de BChE. Uma vez que as infusões 

são compostos de baixo custo e de fácil preparo, estes resultados tornam-se bastante 

interessantes. Tanto o potencial anticolinesterásico quanto o potencial antioxidante da infusão 

de boldo podem ser decorrentes da presença de constituintes como a quercetina. A quercetina 

mostrou inibir de forma significativa e competitiva a atividade de AChE cerebral e apresentou 

ligeira inibição sobre BChE sanguínea. Embora não tenha sido tão potente como alguns 

compostos sintéticos deste trabalho, o fato de ser uma  molécula natural de uso já consolidado 

na medicina veterinária torna seus resultados bastante promissores. Entretanto, é necessário 

avaliar o real efeito in vivo da quercetina em pacientes com DCC e a segurança deste possível 

tratamento em cães. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

  

 

Foi possível concluir através deste trabalho que os compostos Cum3, Cum4, 

quercetina e a infusão de boldo apresentam propriedades relevantes para o tratamento da 

Disfunção Cognitiva Canina. Uma vez que os cães são apontados como modelos para estudo 

da Doença de Alzheimer, pode-se concluir que estes compostos também podem vir a ser 

importantes para o tratamento desta patologia. Entretanto, é importante ressaltar que os 

resultados aqui apresentados estão ainda em fase inicial. Outros estudos devem ser feitos para 

que estes compostos possam vir a ser utilizados no tratamento destas doenças.   

Também foi possível concluir através deste trabalho que, embora as enzimas aqui 

analisadas não atuem como biomarcadores sensíveis e específicos para a DCC,  a continuação 

do estudo com as colinesterases, catalase e GST é relevante. Pesquisas sobre a DCC ou sobre a 

DA que tenham estas atividades como foco podem vir a apresentar ferramentas futuras de 

monitoração da evolução da doença e de resposta ao tratamento escolhido.  
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Anexo H 

 

Tabela 2: Atividades enzimáticas dos 48 animais participantes do estudo.  

ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 

NOME COL(ACh) COL(BCh) CAT GST 

GRUPO CONTROLE 

Animal1 8,07 10,07 8,16 7,64 

Animal2 4,53 5,87 3,84 6,60 

Animal3 2,13 1,60 6,96 9,72 

Animal4 3,20 2,73 8,88 2,95 

Animal5 2,53 0,78 7,94 8,51 

Animal6 8,46 4,47 9,48 6,94 

Animal7 3,37 3,84 4,15 4,34 

Animal8 4,22 4,90 5,81 6,42 

Animal9 8,37 8,32 3,84 9,03 

Animal10 5,70 2,69 11,52 7,47 

Animal11 4,78 3,11 12,24 6,42 

Animal12 4,45 5,60 5,52 3,30 

Animal13 1,30 0,92 9,41 4,86 

Animal14 2,33 1,98 4,73 7,47 

Animal15 0,73 2,57 5,76 8,16 

Média 4,28 3,96 7,22 6,66 

Desvio-padrão 2,48 2,65 2,72 2,01 

GRUPO DE RISCO 

Animal16 4,07 2,47 9,36 5,56 

Animal17 2,13 3,07 7,20 7,12 

Animal18 4,36 5,33 9,53 6,42 

Animal19 2,05 0,64 4,87 3,82 

Animal20 2,15 4,24 3,94 9,03 

Animal21 3,49 1,42 9,07 6,42 

Animal22 2,27 7,40 NA NA 

Animal23 1,20 2,33 NA NA 

Animal24 2,80 4,47 NA NA 

Média 2,72 3,49 7,33 6,40 

Desvio-padrão 1,05 2,10 2,43 1,72 

GRUPO DCC LEVE         

Animal25 4,80 4,73 5,88 8,68 

Animal26 5,37 4,39 I 9,55 

Animal27 4,36 5,45 6,07 9,03 

Animal28 3,49 1,07 8,35 6,94 

Animal29 3,11 1,37 8,66 6,94 

Animal30 2,19 2,73 3,48 NA 

Animal31 0,47 1,00 9,60 NA 
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Animal32 3,00 6,73 7,44 NA 

Animal33 3,13 5,14 8,74 NA 

Animal34 2,45 1,53 6,74 NA 

Média 3,24 3,41 7,22 8,23 

Desvio-padrão 1,41 2,12 1,89 1,22 

GRUPO DCC MODERADA        

Animal35 4,13 4,07 9,60 8,16 

Animal36 4,13 5,07 2,64 9,03 

Animal37 3,73 6,67 12,79 10,42 

Animal38 3,13 2,31 7,44 10,07 

Animal39 1,29 2,12 8,78 5,90 

Animal40 3,19 4,36 6,34 NA 

Média 3,27 4,10 7,93 8,72 

Desvio-padrão 1,06 1,72 3,40 1,81 

GRUPO DCC AVANÇADA         

Animal41 4,07 5,54 5,52 10,07 

Animal42 1,80 0,93 6,48 9,55 

Animal43 1,32 0,89 4,87 I 

Animal44 2,43 2,97 5,26 14,58 

Animal45 2,55 2,78 2,74 NA 

Animal46 6,57 2,78 5,59 NA 

Animal47 5,56 7,66 7,13 5,21 

Animal48 3,21 3,16 6,94 NA 

Média 3,44 3,34 5,57 9,85 

Desvio-padrão 1,84 2,27 1,40 3,83 

COL (ACh): colinesterases utilizando substrato acetiltiocolina (kU/L). COL (BCh): colinesterases utilizando substrato 

butiriltiocolina (kU/L). CAT: catalase (kU/mL). GST: glutationa S-tranferase (U/L). I: Inconclusivo. NA: Não avaliado. 
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