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RESUMO

Com o aumento na expectativa de vida dos animais de companhia, ha um maior aparecimento
de doengas neurodegenerativas, como a Disfungdo Cognitiva Canina (DCC). A DCC apresenta
diversas semelhangas a Doenga de Alzheimer (DA) presente em seres humanos. Entre estas
semelhangas, ¢ possivel citar o nivel reduzido de acetilcolina, o que justifica a busca por tratamentos
que tenham como foco a inibigao da acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pela degradagéo
deste neurotransmissor. Neste trabalho, foi avaliado o potencial inibitério dos chas de maga, de
hortela e de cha verde sobre a atividade de AChE presente em cérebro de cdes. O cha verde foi o
cha mais eficaz na inibigdo desta enzima, apresentando uma IC50 de aproximadamente 1.7 mg/
mL. A quercetina, flavonol que segundo a literatura esta presente no cha verde e ausente nos chas
de maca e horteld, pode ser um dos constituintes responsaveis por esta inibi¢do. Desta forma,
também foi avaliado o potencial anticolinesterasico da quercetina em cérebro canino, obtendo-se
uma [C50 de 0,41 mM. Uma vez que a quercetina ja tem sido utilizada na medicina veterinaria para
outros fins, o potencial anticolinesterasico deste flavonol em cérebro canino mostra-se de grande
relevancia para os estudos da DCC.

Palavras-chave: Chas. Flavonoide. Acetilcolinesterase. DCC.

The inhibitory potential in vitro of commercial teas and quercetin
on cerebral acetylcholinesterase activity in dogs

ABSTRACT

Canine Cognitive Dysfunction (CCD) is a neuodegenerative disease with very similar
characteristics to humans Alzhemer’s disease. Currently, the increase of pets life expectancy leads
to the more frequent appearance of neurodegenerative diseases in these species. Among the main
hypotheses for the appearance of CCD has the reduction of acetylcholine levels in the synaptic cleft.

Soraia John da Silva — Msc., Doutoranda do curso de Pés-Graduagdo em Quimica da UFRRJ.
Gabriel Marchiori Gonzaga — Graduando do curso de Medicina Veterinaria da UFRRJ.

lury Uzéda da Rocha — Graduando do curso de Medicina Veterinaria da UFRRJ.

Ciro Eugenio da Silva de Oliveira — Graduando do curso de Medicina Veterinaria da UFRR.
Arthur Eugen Kummerle — Prof. Dr. da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Cristiane Martins Cardoso — Prof. Dr. da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Veterinaria em Foco | Canoas | v.14 | n.2 | p.3-12 jan./jun. 2017




This hypothesis justifies many researches that search CCD treatment based on acetylcholinesterase
(AChE) inhibition, an acetylcholine degrading enzyme. In this work, inhibitory potential of some
commecial teas (apple tea, peppermint tea and green tea) toward brain AChE activity of dogs was
evaluated. Green tea is tea more effective to inhibit this enzyme, getting a IC 50 of approximately
1.7 mg/mL. Quercetin, flavonol which according to the literature is present in green tea and absent
in apple and peppermint teas, may be one of the molecules that contribute to AChE inhibition. In
this way, quercetn anticholinesterase potential in canine brain was also evaluated, obtaining an
IC 50 of 0.41 mM. Since quercetin has already been used in veterinary medicine for other fins,
the anticholinesterase potential of this flavonol toward canine brain is of great relevance for CCD
studies.
Keywords: Teas. Flavonoid. Acetylcholinesterase. CCD.

INTRODUCAO

Os avangos da medicina veterinaria, somados a outros fatores, como maior
cuidado por parte dos tutores 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 elevacao na incidéncia de doengas degenerativas (DE ALMEIDA
et al., 20006).

Asindrome da Disfuncao Cognitiva Canina (DCC) ¢ uma alteragdo neurodegenerativa
que afeta cdes geriatricos, sendo caracterizada por um declinio progressivo na fungdo
cognitiva do animal, o que resulta em deficiéncia de aprendizagem, memoria, percepgao
espacial e alteragdes nos padroes de sono e interagdo social (TRAVANCINHA, 2014).
Caies de ragas grandes e gigantes sdo considerados geriatricos a partir de 5 anos de idade,
enquanto os de ragas pequenas ou médias sdo estimados como de meia idade a partir dos
7 anos (SEOANE, 2012).

Atualmente, os sinais clinicos da DCC podem ser divididos em cinco categorias de
comportamento ¢ a sigla DISHA apresenta estes sinais: disorientation (desorientaco),
interaction changes (mudanca na interagdo), sleep/wake disturbances (disturbios no ciclo
sono/vigilia), house soiling (sujar a casa, relacionado ao fato do animal defecar e urinar em
casa) e activity changes (mudanca no nivel de atividade) (LANDSBERG et al., 2003).

A Doenca de Alzheimer (DA), encontrada com frequéncia em idosos, ¢ a forma
mais comum de deméncia no homem e possui fisiopatologia semelhante 8 DCC (ADAMS
et al., 2000; BOWEN; HEATH, 2005). Caes idosos desenvolvem déficits cognitivos e
neuropatologia semelhantes aos vistos no envelhecimento e deméncia humana (COTMAN
et al., 2002; STUDZINSKI et al., 2005).

Animais portadores de DCC apresentam redugéo no nimero de neurdnios, aumento
do volume ventricular cerebral e depositos neurotoxicos, incluindo lipofuscina, ubiquitina
e peptideo f—amiloide (HORWITZ; NEILSON, 2008). Alteragdes histopatologicas, danos
do DNA, alteragdes vasculares, neuronais e gliais, calcificagdo das meninges, bem como
uma resposta inflamatéria em torno das placas AP também s@o observadas em caes com
DCC (BORRAS et al., 1999; VASCONCELLOS et al., 2013). Tanto na DCC quanto
na DA também ocorre diminui¢ao ou desequilibrio nos niveis de neurotransmissores
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como acetilcolina, serotonina, noraepinefrina e dopamina. O declinio na acetilcolina,
por exemplo, estd relacionado a0 comprometimento cognitivo, uma vez que a mesma
tem uma fun¢@o estimulante do SNC e um papel fundamental na ativagao das areas de
memoria e aprendizagem (DEWEY; COSTA, 2015; RUEH; HART, 1998; HEIBLUM
etal., 2007; VASCONCELLOS et al., 2013; FOIDL et al., 2016).

Reducdo tanto na quantidade de receptores colinérgicos quanto na sinalizagdo
induzida por esses receptores tem sido observada em regides especificas no cérebro de
pacientes com DA. Isso tem mostrado afetar memoria, aprendizado, atengdo e outros
processos cognitivos (SULTZER et al., 2017; VENTURA et al., 2010; SHIMOHAMA
et al., 1986).

O primeiro farmaco a ser aprovado para o uso em caes diagnosticados com disfungao
cognitiva foi a selegilina, que atenua a deple¢@o da neurotransmissao, especialmente da
dopamina. Desta forma, este composto melhora a atividade catecolaminérgica e atrasa a
progressao da doenga neurodegenerativa (TRAVANCINHA, 2014).

Esta também descrito o uso de propentofilina, que consiste num derivado da xantina
e tem por mecanismo de agdo a inibi¢do da fosfodiesterase, promovendo um aumento do
fluxo sanguineo ao coragdo, musculatura e sistema nervoso central (TRAVANCINHA,
2014). Farmacos que aumentem o nivel de acetilcolina tém demonstrado bons resultados
sobre a memoria e o desempenho em atividades de cies (LANDSBERG, 2005).

Emrelagdo a DA, desde a introdugao do primeiro inibidor de colinesterase em 1997,
muitos consideram os inibidores de colinesterase, donepezil, galantamina, rivastigmina,
como a primeira linha para terapia farmacologica desta neuropatia. Estes medicamentos
visam inibir a degradagéo de acetilcolina, através do bloqueio da enzima acetilcolinesterase
(AChE) (BIRKS, 2006).

Ainda ndo existe um tratamento totalmente eficaz tanto para a Doenga de Alzheimer,
quanto para a Disfung¢do Cognitiva Canina. Além disso, poucos testes sdo feitos sobre o uso
de anticolinesterasicos em cdes e muitos dos compostos disponiveis em farmacias humanas
ndo possuem a mesma eficacia nestes animais e/ou sdo bastante toxicos a eles. Desta
forma, muitos médicos veterinarios optam por receitar apenas compostos que possam vir
a atenuar os sintomas da DCC ou a retardar um pouco a evolucdo da doenga.

O interesse ¢ a aceitacdo de tratamentos naturais, sobretudo com uso de plantas
populares, tém crescido nos ultimos anos. Os extratos de hortela e de cha verde, assim
como a procianidina presente na maga, ja mostraram um potencial em atuar doengas
neurodegenerativas como a DA, uma vez que foram capazes de inibir a atividade de
AChE em linhagens de células humanas e em Electrophorus electricus e em inibir a
agregacdo de peptideos B-amiloides (PEDRO, 2008; RAGHAVENDRA et al., 2015;
TODA et al., 2011).

As plantas, de uma forma geral, apresentam como constituintes diversos compostos
fendlicos com propriedades terapéuticas bastante importantes, como ¢ o caso dos
flavonoides que atuam como antioxidantes e anticarcinogénicos. A quercetina (Figura
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1) representa o principal flavonoide presente na dieta humana e pode ser encontrada,
por exemplo, no cha verde (BEHLING et al., 2004; MATSUBARA; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2006). A quercetina, além de diversas propriedades terapéuticas ja descritas,
também ja demonstrou potencial inibitério sobre a atividade colinesterasica de E.
electricus.

FIGURA 1 — Representagao esquematica da estrutura da quercetina.

OH O

Fonte: Simoes et al., 2013.

Desta forma, este trabalho tem por objetivo avaliar a eficacia dos chas de hortela,
de maga e cha verde, bem como da quercetina, na inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
em cérebro canino. E, assim, buscar contribuir nos estudos de tratamentos mais eficazes
para a Disfun¢@o Cognitiva Canina.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais no Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Protocolo n®
1916200116.

Os chas foram preparados em laboratorio através da adi¢ao de sachés industrializados
em agua destilada a 100°C por 10 minutos. A propor¢ao usada foi de 1 g das respectivas
folhas, ou casca do fruto, para 50 mL de dgua. Para este preparo foram utilizadas as folhas
de Mentha piperita (horteld) e Cammelia sinensis (cha verde) e o fruto de Pyrus malus
(magd). A quercetina foi obtida comercialmente pela marca Sigma-Aldrich ( >95%).

Cérebros de caes Sem Raga Definida (SRD) foram obtidos em colaboragdo com
a professora Marilene Farias de Queiroz Brito ¢ foram oriundos de necropsias das aulas
praticas da disciplina Anatomia Patologica Especial da UFRRJ.
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Os cérebros foram homogeneizados em homogeneizador mecanico (tipo Potter-
Elvehjem) com tampao de ensaio (fosfato de sédio 0,1 M pH 7,5). Foi utilizado 0,25 g de
cérebro/mL de tampao. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos.
Apds centrifugacdo, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi congelado e
armazenado para posterior uso.

Para determinag¢@o da concentragdo proteica nos homogeneizados cerebrais foi
utilizada a metodologia proposta por Peterson (1977). Albumina sérica bovina (10 e
100pg) foi usada como padrio.

A presenca da atividade acetilcolinesterasica no homogeneizado foi determinada
utilizando o método de Ellman (1961) modificado. O homogeneizado foi adicionado aos
pogos de uma placa de ELISA contendo tampao de ensaio e o composto a ser analisado
(exceto para os grupos controle). Foi adicionado DTNB (4cido 5,5’ditionitrobenzeno)
0,32 mM dissolvido em tampao e apdés 10 minutos de incubagdo a 37°C foi feita
a primeira leitura espectrofotométrica a 412 nm. Posteriormente foi adicionado o
substrato (iodeto de acetiltiocolina) 1,5 mM, obtendo assim um volume reacional de
220 pL. Posteriormente fez-se uma nova incubagao de 10 minutos a 37°C. A densidade
otica final dos meios reacionais foi medida a 412 nm. Para determinagdo da atividade
enzimatica foi utilizada a subtragdo entre as duas absorvancias obtidas. O coeficiente
de absortividade molar utilizado foi de 14,15 x 10°M'cm!, como sugerido por Eyer
et al. (2003).

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia no programa GraphPad Prism 5. Foi realizado o teste
de Tukey para comparagdo de médias com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

A escolha dos chas de horteld, de maga e de cha verde se deu pelo fato de serem
plantas bastante comuns no Brasil e de terem apresentado anteriormente efeitos
terapéuticos interessantes para neuropatologias.

O ensaio de determinacao da concentragdo proteica revelou uma concentracao de
aproximadamente 2.1 mg/mL de proteinas totais no homogeneizado cerebral. O efeito
in vitro dos chas sobre a atividade de AChE neste homogeneizado pode ser observado
na Figura 2.
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FIGURA 2 - Efeito de chas sobre a atividade de acetilcolinesterase em homogeneizado de cérebro canino.
Concentragao dos chas: 1g de folhas/50 mL de agua destilada. Concentragado de proteina total de amostra de
cérebro canino presente na reagdo: 0.24 mg/mL. Volume final da reagéo: 220 L.
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Fonte: o autor.

A partir da observacao da Figura 2 e da analise estatistica pode-se observar que o
cha que inibiu de forma mais expressiva a atividade enzimatica de AChE foi o cha verde.
Embora o cha de maga tenha inibido de forma significativa a atividade enzimatica, o
mesmo ndo ocorreu com o cha de hortela.

Nossos resultados indicaram uma IC50 (concentragdo responsavel por inibir 50%
da atividade enzimatica) de 1,7 mg/mL para o cha verde, concentracao mais alta do que
as apresentadas na literatura onde fez-se uso dos extratos desta planta sobre E. electricus
(IC50: 5.96 e 42.05 ng/mL) (JAZAYERI et al., 2014; RAGHAVENDRA et al., 2015).
Esta diferenca nas IC50s de ché verde obtidas neste trabalho e em trabalhos anteriores
pode ser decorrente de diferengas entre a estrutura da acetilcolinesterase de E. electricus
e de cdes. Além disso, como foi demonstrado nos estudos de Nishiwama et al. (2010), a
forma de preparo e de acondicionamento e o tempo de infusdo influenciam bastante nas
atividades biologicas do cha verde e no teor dos compostos bioativos.

Embora o cha verde tenha apresentado alta eficacia na inibigdo da acetilcolinesterase,
sabe-se que o mesmo ¢ capaz de provocar alta toxicidade no seu uso cronico em caes,
como demonstrado anteriormente por Kapetanovic et al. (2009). Assim, este trabalho
também buscou avaliar o potencial anticolinesterasico de um flavonol presente em alta
concentragdo neste cha (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006), e que ja possui
uso na medicina veterinaria: a quercetina (BROADFOOT et al., 2009).

Além disso, Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006), avaliando o teor de quercetina
nos chas de maga, horteld e cha verde, demonstraram que somente no ché verde este
flavonol foi encontrado. A presenga deste constituinte, portanto, pode ter sido crucial
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para o alto potencial anticolinesterasico do ché verde e para auséncia deste potencial nos
outros chés aqui testados.

O efeito da quercetina sobre acetilcolinesterase cerebral em cdes ¢ demonstrada
na Figura 3.

FIGURA 3 — Curva logaritmica de IC50 (Concentragdo responsavel por inibir 50% da atividade enzimatica)
da quercetina sobre a atividade de AChE em cérebro canino. . Concentragéo de proteina total de amostra de
cérebro canino presente na reagéo: 0.24 mg/mL. Volume final da reag&o: 220 pL.
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Fonte: o autor.

Como pode ser observado na Figura 3, a quercetina inibiu de forma significativa a
atividade colinesterasica no cérebro canino. A IC50 da quercetina neste trabalho foi de
0,41 mM, concentragdo semelhante a encontrada por Khan et al. (2009) em seu estudo
com E. electricus, onde o autor classificou este flavonoide como um inibidor competitivo
de AChE.

A inibigdo da acetilcolinesterase cerebral de caes pela quercetina pode vir a provocar
aumento do nivel de acetilcolina nos pacientes com DCC. Isto, por sua vez, pode acarretar
melhora na memoria e no desempenho cognitivo destes animais, uma vez que este
neurotransmissor estd intimamente relacionado a estas atividades.

Sendo assim, este trabalho é um passo inicial, mas de grande importancia, na busca
para tratamentos mais eficazes e seguros para a DCC.

CONCLUSAO

O cha de hortela ndo altera a atividade de acetilcolinesterase em cérebro canino
enquanto o cha de maga ¢ capaz de provocar uma inibi¢do leve nesta atividade. O cha
verde, por sua vez, mostrou apresentar um bom potencial inibitorio sobre AChE em
homogeneizado de cérebro canino. A quercetina, flavonol presente em alta concentragao
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neste cha, mostrou ser um dos responsaveis pela inibi¢do colinesterasica apresentada
pelo cha. Embora os resultados aqui presentes sejam dados ainda inicias, a inibigdo da
acetilcolinesterase cerebral por parte de uma substancia ja utilizada na medicina veterinaria
¢ de grande relevancia para estudos que busquem futuros métodos de tratamento mais
eficazes e seguros para a Disfun¢do Cognitiva Canina.
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