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O cádmio (Cd) é considerado um dos metais pesados de maior toxicidade devido a sua 
capacidade de afetar diferentes tecidos, incluindo o encéfalo, bem como o sistema 
imunológico. Os mecanismos moleculares de toxicidade do Cd ainda não estão bem 
estabelecidos, contudo, sabe-se que uma das consequências da exposição ao Cd é a 
geração de estresse oxidativo. Por outro lado, a quercetina, um flavonoide presente em 
vários alimentos, exerce diversas funções terapêuticas no organismo, como atividade 
antioxidante, anti-inflamatória e ação neuroprotetora. Sendo assim, o objetivo do presente 
estudo foi investigar os efeitos da quercetina sobre os testes comportamentais, a atividade 
das enzimas acetilcolinesterase (AChE), a Na+,K+-ATPase e a δ-desidratase aminolevulinato 
(δ-ALA-D), bem como os parâmetros de estresse oxidativo no sistema nervoso central de 
ratos machos wistar adultos expostos ao CdCl2. Também foi avaliada, no sistema periférico 
destes animais, a atividade das enzimas AChE, NTPDases e adenosina desaminase (ADA) 
de linfócitos periféricos, butirilcolinesterase (BuChE) do soro e a mieloperoxidase (MPO) do 
plasma. Os ratos foram expostos ao CdCl2 (2,5 mg/kg) e quercetina (5, 25 ou 50 mg/kg) por 
gavagem (1ml/kg) durante 45 dias. Para isso, os animais foram distribuídos em oito grupos 
(n=10-14): salina/controle, salina/Querc 5mg/kg, salina/Querc 25 mg/kg, salina/Querc 50 
mg/kg, Cd/etanol, Cd/ Querc 5mg/kg, Cd/Querc 25mg/kg e Cd/Querc 50 mg/kg. Os grupos 
tratados com Cd e quercetina receberam a solução antioxidante após 30 minutos da 
administração da solução de Cd. No final do período de 45 dias de tratamento os animais 
foram submetidos aos treinos e aos testes comportamentais. Posteriormente, foram 
anestesiados, através da inalação de halotano, e foi realizada a coleta de sangue e 
separação de soro, plasma e linfócitos periféricos. Em seguida os animais foram submetidos 
à eutanásia, com parte do encéfalo sendo retirada para a análise da atividade da enzima δ-
ALA-D, enquanto que outra parte foi dissecada em córtex cerebral, estriado, cerebelo, 
hipocampo e hipotálamo, para posteriores ensaios enzimáticos. Os resultados obtidos 
mostraram que o Cd é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, pois, embora a 
quantidade de Cd acumulada nas diferentes estruturas encefálicas estudadas tenha sido 
baixa, ainda assim, foi significativamente maior que o controle. O tratamento concomitante 
da quercetina nos animais expostos ao Cd foi ineficiente em diminuir estes níveis de Cd. A 
exposição ao Cd causou prejuízos na aprendizagem e memória, além de causar um 
aumento no comportamento do tipo ansiogênico. Por outro lado, o tratamento com a 
quercetina preveniu os efeitos indesejáveis causados pela exposição ao metal na ansiedade 



e memória. Em relação às atividades enzimáticas no encéfalo, verificou-se que a exposição 
ao Cd reduziu a atividade da enzima AChE no córtex cerebral e no hipocampo, enquanto 
que uma ativação da enzima foi observada no hipotálamo. Além disso, observou-se uma 
diminuição na atividade da enzima Na+, K+-ATPase no córtex cerebral, hipocampo e 
hipotálamo, bem como uma diminuição na atividade da δ-ALA-D no encéfalo total de 
animais expostos ao Cd. Interessantemente, a co-administração com a quercetina em 
animais expostos ao Cd impediu as alterações na atividade das enzimas AChE e Na+, K+-
ATPase em diferentes estruturas encefálicas, embora não tenha restaurado a a atividade da 
enzima δ-ALA-D. Verificou-se, também, um aumento na produção de ROS, na 
lipoperoxidação, na oxidação de proteínas, nos níveis de DNA dupla fita e alterações no 
sistema antioxidante, como a diminuição na atividade da enzima glutationa redutase (GR), 
nos níveis de tióis totais (T-SH) e glutationa reduzida (GSH), e um aumento na atividade da 
enzima glutationa S-transferase (GST) no córtex cerebral, hipocampo e hipotálamo dos 
animais expostos ao Cd. A co-administração da quercetina nos ratos expostos ao Cd foi 
capaz de impedir totalmente ou parcialmente as alterações causadas pela exposição ao 
metal nos parâmetros do estresse oxidativo. Sugere-se que a quercetina é capaz de diminuir 
o dano oxidativo causado pela exposição ao metal e, subsequentemente, restaurar a 
atividade da AChE e Na+, K+-ATPase, modulando, assim, a neurotransmissão colinérgica e 
melhorando os processos cognitivos. Em relação ao sistema periférico, verificou-se um 
aumento na atividade das enzimas NTPDase, ADA, AChE, BuChE e MPO nos ratos 
expostos ao Cd. A partir desse resultado pode-se inferir que o aumento na atividade da 
NTPDase seja um efeito compensatório devido ao aumento dos níveis de ATP na 
circulação. Sugere-se que níveis diminuídos de ACh estão disponíveis na circulação devido 
ao aumento na atividade das colinesterases periféricas. Quando os ratos foram tratados 
com quercetina o flavonoide foi capaz de modular a atividade dessas enzimas 
provavelmente devido à propriedade anti-inflamatória do composto. Deste modo, propõe-se 
que a quercetina previne ou ameniza a toxicidade causada pela exposição ao metal devido 
a sua atividade antioxidante e anti-inflamatória. Logo, acredita-se que este flavonoide possa 
ser um fármaco promissor em terapias alternativas contra a toxicidade induzida pelo metal 
no sistema nervoso central e periférico. 

 
 

Palavras chave: NTPDase, 5´-nucleotidase, ADA, AChE, Na+, K+-ATPase, processo 

inflamatório, neurotoxicidade. 
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Cadmium (Cd) is considered one of the most toxic heavy metals for its ability to affect 
different tissues, including the brain and the immune system. The molecular mechanisms of 
toxicity of Cd are not well established, however, it is known that one of the consequences of 
Cd exposure is the generation of oxidative stress. Conversely, the quercetin, one flavonoid 
present in various foods performs various therapeutic functions in the body, such as 
antioxidant activity, anti-inflammatory and neuroprotective action. Thus, the aim of this study 
was to investigate the effects of quercetin on the behavioral tests, the activity of the enzymes 
acetylcholinesterase (AChE), Na+, K+-ATPase and the δ-dehydratase aminolevulinic acid (δ-
ALA-D), as well as parameters of oxidative stress in the central nervous system of adult male 
wistar rats exposed to CdCl2. The activities of enzymes AChE, NTPDase and adenosine 
deaminase (ADA) of peripheral lymphocytes, butyrylcholinesterase (BuChE) in the serum 
and myeloperoxidase (MPO) in plasma were also measured in the peripheral system of 
these animals. The rats were exposed to CdCl2 (2.5 mg / kg) and quercetin (5, 25 or 50 mg / 
kg) by gavage (1 ml/kg) for 45 days. Hence, the animals were divided into eight groups (n = 
10-14): saline/control, saline/Querc 5 mg/kg, saline/Querc 25 mg/kg, saline/Querc 50 mg/kg, 
Cd/ethanol, Cd/Querc 5 mg/kg, Cd/Querc 25 mg/kg and Cd/Querc 50 mg/kg. The groups 
treated with Cd and quercetin, received the antioxidant quercetin solution after 30 minutes of 
the administration of Cd solution. At the end of 45 days of the treatment the animals were 
submitted to training and behavioral tests. After, they were anesthetized by halothane 
inhalation, and blood collection was performed to set serum, plasma and peripheral 
lymphocytes apart. Then the animals were euthanized, with part of the brain being removed 
for analysis of the enzyme δ-ALA-D activity, while the other part of brain was dissected into, 
cerebral cortex, striatum, cerebellum, hippocampus and hypothalamus, for future enzymatic 
assays. The results showed that Cd is able to cross the blood brain barrier, therefore, 
although the amount of Cd accumulated in the different brain structures studied was low, it 
was significantly higher than in control. Simultaneous treatment of quercetin in Cd exposed 
animals was ineffective to decrease these levels of Cd. The Cd exposure caused impairment 
on learning and memory, besides causing an increase in the anxiogenic behavior type. 
Nevertheless, the treatment with quercetin prevented the undesirable effects caused by 
exposure to the metal in the anxiety and memory. In relation to enzymatic activities in the 
brain, it was observed that Cd exposure reduced AChE activity in cerebral cortex and 
hippocampus, while as activation of the enzyme was observed in hypothalamus. 
Furthermore, a decrease in the Na+, K+-ATPase enzyme activity in cerebral cortex, 
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hippocampus and hypothalamus was observed, as well as a decrease in the δ-ALA-D activity 
in total brain of Cd exposed animals. Interestingly, the quercetin co-administration in the Cd 
exposed animals prevented the changes in the activity of the enzymes AChE and Na+, K+-
ATPase in different brain structures, though has not restored the δ-ALA-D enzyme activity. It 
was also observed an increase in ROS production, in lipid peroxidation, in protein oxidation, 
the levels of double stranded DNA and changes in the antioxidant system, such as, reduction 
in the glutathione reductase (GR) activity, levels of total thiols (T-SH) and reduced 
glutathione (GSH), and an increase in the glutathione S-transferase (GST) enzyme activity in 
cerebral cortex, hypothalamus and hippocampus of Cd exposed animals. Co-administration 
of quercetin in Cd exposed rats was able to prevent totally or partially the changes caused by 
metal exposure in oxidative stress parameters. It is suggested that quercetin is able to 
reduce the oxidative damage caused by exposure to these metal and subsequently restore 
the AChE and Na+, K+-ATPase activities, modulating cholinergic neurotransmission and 
improving cognitive processes. In relation to the peripheral system, there was an increase in 
the NTPDase, ADA, AChE, BuChE and MPO activities in Cd exposed rats. Based on these 
results it is possible to infer that the increase in NTPDase activity is a compensatory effect 
due to the increase in ATP levels in circulation. It is suggested that decreased levels of ACh 
are available in the circulation due to increase in the peripheral cholinesterase activity. When 
rats were treated with the quercetin, flavonoid was able to modulate the activities of these 
enzymes probably due to the anti-inflammatory property of the compound. Accordingly, it is 
suggested that quercetin prevents or eases the toxicity caused by exposure to metal due to 
its antioxidant and anti-inflammatory activities. Therefore, it is believed that the flavonoid may 
be a promising drug in alternative therapies against toxicity induced by the metal in the 
central nervous system and peripheral system. 
 
 
 
Keywords: NTPDase, 5'-nucleotidase, ADA, AChE, Na+, K+-ATPase, inflammation process, 
neurotoxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os metais pesados são substâncias presentes no nosso dia a dia, devido, 

principalmente, ao processo de industrialização. Esses compostos possuem a 

característica de serem altamente reativos e bioacumuláveis (TAVARES, 1992). 

Entre os metais pesados encontrados no meio ambiente e utilizados industrialmente, 

o cádmio (Cd) é o que apresenta maior interesse clínico, uma vez que a intoxicação 

por este metal é de difícil tratamento (JONES e CHERIAN, 1990). 

O elemento químico Cd foi descoberto por Friedrich Strohmeyer em 1817, e 

apresenta cor branca acinzentada, alta ductilidade e maleabilidade, pertencente ao 

grupo 12 da tabela periódica sendo, classificado como um metal de transição 

externa. Possui peso molecular 112,41 e número atômico 48, com ponto de fusão e 

ebulição iguais a 321ºC e 767,2ºC, respectivamente, e densidade de 8,65 g/cm3 

(BERNARD e LAUWERYS, 1984). É um elemento não essencial, encontrado na 

natureza como um composto mineral associado, geralmente, com outros elementos 

como, ao zinco, chumbo ou cobre, e em baixas concentrações (0,15 - 0,20 mg/kg-1) 

(LINGREL, 1992, OSPAR, Commission, 2002). 

A distribuição normal deste metal pode ser alterada, naturalmente, através de 

processos como o intemperismo das rochas, a erosão do solo e a partir de eventos 

singulares, como as queimadas florestais e as erupções vulcânicas (RAO et al., 

2010), sendo que a atividade vulcânica é considerada a maior fonte natural de 

emissão de Cd à atmosfera, com cerca de 820 toneladas/ano (OSPAR Commission, 

2002). Além disso, atividades antropogênicas, como a queima de combustíveis 

fósseis, efluentes industriais, aplicação de fertilizantes e mineração, também alteram 

a distribuição do metal no meio ambiente (JARUP, 2003; BENAVIDES et al., 2005). 

Salienta-se que estudos relatam que o Cd é amplamente utilizado na fabricação de 

baterias recarregáveis, de pilhas, de esmaltes, de tinturas, de alguns tipos de soldas, 

em televisores e, ainda, em fertilizantes e cigarros (JARUP et al., 1998; OSPAR 

Commission, 2002; NORDBERG, 2009). 

Durante o século XX, a produção, o consumo e a emissão de Cd no ambiente 

atmosférico, aquático e terrestre têm aumentado drasticamente, devido, 

principalmente, aos processos de industrialização, tais como os processos de 

galvanização e  aplicações militares e aeroespaciais (OSPAR Commission, 2002; 
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NORDBERG, 2009). Por consequência, a contaminação do meio ambiente ocorre 

devido ao descarte inadequado de produtos contendo Cd, os quais são despejados, 

principalmente junto com o lixo doméstico ou em rios, por efluentes industriais 

contaminados. Desta forma, o Cd pode ser absorvido pelos tecidos animais e 

vegetais, contaminando os ecossistemas terrestre e aquático, entrando, desta 

maneira, na cadeia alimentar (JARUP et al., 1998). 

A maior fonte antropogênica de liberação de Cd na atmosfera é a queima de 

combustíveis fósseis e a incineração de lixos municipais. Já as concentrações do Cd 

em solos não poluídos são variáveis, dependendo das fontes minerais e do material 

orgânico. Na crosta terrestre, o Cd é encontrado em baixas concentrações, podendo 

alcançar níveis de 1 mg/kg, enquanto que em solos de origem vulcânica estes 

valores podem ser na faixa de 4,5 mg/kg (OSPAR Commission, 2002). Já em países 

com solos altamente poluídos por Cd, como a China e a França, as concentrações 

de Cd chegam a cerca de 100 mg/kg (ALLOWAY e STEINNES, 1999; 

KABATAPENDIAS e PENDIAS, 2001). Em relação ao nível de Cd nas águas, há 

referências que relatam concentrações de Cd, em mar aberto, entre 0,01 a 0,1 μg/L, 

e em águas profundas, valores maiores que nas águas superficiais, devido à 

captação do metal pelos organismos aquáticos. Outras referências relatam valores 

próximos ou maiores que 1 mg/L de Cd em águas oriundas de locais próximos a 

depósitos de minerais (ATSDR, 1997). Ressalta-se que o limite permitido de 

concentração de Cd na água potável é em torno de 5 μg/L (JARUP et al., 1998). Em 

relação à concentração de Cd no ar, sabe-se que a população está exposta, 

geralmente, a valores menores que 5x10-6 mg/m3. Porém, concentrações de até 

5x10-4 mg/m3 foram detectadas no ar em áreas próximas de locais com atividades 

emissoras de Cd (AZEVEDO e CHASIN, 2003). 

Vários fatores podem influenciar a toxicidade do Cd no organismo. Quando se 

trata da exposição humana ao metal, deve-se considerar como rota o estilo de vida 

de cada pessoa, uma vez que esses fatores afetam o nível de Cd absorvido, bem 

como a toxicidade causada pelo mesmo, que pode variar conforme a via de 

contaminação, dose, forma química, duração da exposição e idade do exposto ao 

Cd (CASALINO et al., 1997). Há três formas principais de exposição ao Cd: a 

exposição cutânea, a gastrointestinal e a pulmonar, sendo que as principais fontes 
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de intoxicação humana pelo metal são ocupacionais, alimentares e pelo tabagismo 

(GODT et al., 2006; BERNARD, 2008). 

Ressalta-se que a dieta é a mais importante fonte de exposição ao Cd na 

população não fumante (WHO, et al., 1992). Algumas pesquisas tentam estabelecer 

a média de ingestão diária de Cd proveniente dos alimentos. Em geral, as pessoas 

que vivem em áreas não contaminadas pelo metal, e que não sejam fumantes, 

possuem uma média de ingestão em torno de 10 a 40 μg por dia de Cd (JARUP et al., 

1998). Assim, considerando-se uma taxa de absorção gastrointestinal de 5%, 

acredita-se que cerca de 0,4 a 2,0 μg de Cd sejam retidos diariamente pelas 

pessoas a partir da alimentação (WHO, 1992). 

A absorção gastrointestinal do Cd pode ser influenciada por fatores 

nutricionais. Uma baixa ingestão de cálcio, ferro, zinco e cobre pode, por exemplo, 

aumentar a absorção gastrointestinal do metal (NORDBERG et al., 1985; FOX, 

1988). Apesar da baixa absorção gastrintestinal do Cd, a exposição oral assume 

importantes proporções devido à bioacumulação do metal na cadeia alimentar. 

Devido à meia vida biológica longa, em torno de 30 anos, e a baixa taxa de excreção 

do Cd no organismo, o metal torna-se prejudicial ao meio ambiente e para os seres 

humanos (MORSELT, 1991; WHO, 1992; SANTOS et al., 2006; BORGES et al., 

2008), pois pode acumular-se em vários órgãos, como o fígado, rins, pulmões, 

ovários, ossos, testículos, encéfalo e órgãos linfoides, como baço e timo (SANTOS 

et al., 2004; SANTOS et al., 2005a; SANTOS et al., 2005b; SANTOS et al., 2006; 

LUCHESE et al., 2007; BORGES et al., 2008; GONÇALVES et al., 2012a).  

No sangue, a meia-vida biológica do Cd é estimada em 2 a 3 meses. Desta 

maneira, a concentração do metal na circulação sanguínea é um indicador útil de 

exposição ao metal durante os últimos meses. Geralmente é encontrado em baixas 

concentrações abaixo de 1 µg/L em individuos não fumantes e alguns microgramas 

por litro em fumantes. Em individuos expostos ao Cd em longo prazo, o nível 

sanguineo de 10 µg de Cd/L levará a um acúmulo do metal principalmente nos rins 

(WHO, 1980). Portanto, uma exposição crônica ao Cd produz dano renal, 

osteotoxicidade, neurotoxicidade, infertilidade, enquanto que uma intoxicação aguda 

por Cd produz, primariamente, dano hepático e testicular (RIKANS e YAMANO, 

2000).  
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O Cd, quando absorvido pelo trato gastrointestinal, é transportado pelo sangue 

ligado à albumina até o fígado, onde parte do metal é excretado na bile ligada à 

glutationa (NORDBERG et al., 1977). Entretanto, sob condição de exposição mais 

prolongada, a excreção na bile diminui e o metal induz a produção de proteínas de 

baixo peso molecular, as metalotioneinas (MTs), as quais se ligam formando o 

complexo Cd-MT que é, lentamente, liberado na circulação sistêmica (TOHYAMA e 

SHAIKH, 1981; JARUP et al., 1998). No plasma, este complexo é filtrado pelos 

glomérulos renais e liberado na urina. Seguidamente, o complexo Cd-MT é 

reabsorvido pelos túbulos renais por endocitose absortiva mediada pelo 

transportador ZIP8 na superfície apical das células tubulares renais (BERNARD et 

al., 1984). As lisozimas e as células tubulares degradam rapidamente este 

complexo, e liberam os íons Cd livre no citoplasma. O metal liberado se liga a MTs 

renais preexistentes ou àquelas recentemente sintetizadas pelas células tubulares 

(CHERIAN, 1978). Contudo, quando a quantidade de Cd presente no córtex renal 

excede a capacidade de ligação às MTs, os íons Cd liberados podem causar danos 

nos tecidos (NOMIYAM e NOMIYAMA, 1986), provavelmente pela geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), uma vez que o Cd não participa diretamente 

de reações de oxidação-redução (Figura 1) (HASSOUN e STOHS, 1996; CASALINO 

et al., 1997). 

 

 Figura 1: Esquema Ilustrando o mecanismo responsável pela acumulação 

seletiva de Cd nas células tubulares proximais. Alb: albumina, Mt: 

metalotioneína, GSH: glutationa; aa: aminoácido. Adaptado de BERNARD 

(2008). 
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Os mecanismos moleculares de toxicidade do Cd ainda não estão bem 

definidos. Contudo, sabe-se que uma das consequências da exposição ao Cd é a 

geração de estresse oxidativo por meio de um desequilíbrio entre o sistema 

antioxidante e as EROs,  já que estudos demonstraram um aumento dos níveis de 

lipoperoxidação, de carbonilação proteica, uma inibição ou redução da atividade de 

enzimas antioxidantes como catalase, a superóxido dismutase, a glutationa 

redutase, a glutationa peroxidase e enzimas de reparo do DNA induzido pelo metal 

(Figura 2) (CASALINO et al., 1997; SANTOS et al., 2004; SANTOS et al., 2005a; 

SANTOS et al., 2005b; SANTOS et al., 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; 

LUCHESE et al., 2007; BORGES et al., 2008). Com a instalação do estresse 

oxidativo vários processos fisiológicos são alterados levando à uma série de danos, 

como mutações, deleções, apoptose, neurotoxicidade, neurodegeneração, dano às 

membranas, entre outras (LÓPES et al., 2006; MÉNDEZ-ARMENTA  e RÍOS, 2007). 

Vários trabalhos relacionados à produção de EROs e à resposta antioxidante de 

ratos e camundongos expostos ao Cd têm sido realizados (SANTOS et al., 2004, 

2005a,b 2006; LUCHESE et al., 2007a,b, BORGES et al., 2008). Nesses estudos, 

diferentes tecidos (fígado, rins, pulmões, testículos e encéfalo) sofreram alterações 

enzimáticas e aumento da peroxidação lipídica devido à toxicidade do Cd. 

 

 

Figura 2. Dano oxidativo em macromoléculas biológicas (TORRES, 2003). 
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Sabe-se que o Sistema Nervoso Central (SNC) é protegido de muitos efeitos 

tóxicos por uma barreira anatômica denominada barreira - hematoencefálica (BHE) 

(MÉNDEZ-ARMENTA e RÍOS, 2007). Devido à permeabilidade seletiva da BHE, 

baixas quantidades de Cd podem chegar ao encéfalo. Entretanto, concentrações 

mais elevadas podem ser alcançadas se um veículo for empregado, como, por 

exemplo, o etanol. Devido à capacidade deste veículo se difundir através das 

membranas biológicas, ele permite uma maior penetração do metal através BHE 

(MÉNDEZ-ARMENTA et al., 2001; MÉNDEZ-ARMENTA e RÍOS, 2007). Além disso, 

o encéfalo, em especial, é mais susceptível à lipoperoxidação devido a sua alta 

utilização de oxigênio, abundante suprimento de ácidos graxos poli-insaturados, 

defesa antioxidante deficiente, bem como, alto conteúdo de metais de transição, 

como o cobre e o ferro (CALABRESE et al., 2000). 

Outro possível mecanismo de entrada de íons de Cd nos neurônios é através 

dos canais de cálcio (Figura 3) (KUMAR et al., 1996). Consequentemente, supõe-se 

que, uma vez dentro das células, o Cd induz a uma diminuição na atividade de 

antioxidantes, produzindo um aumento de radicais livres. Esta produção de radicais 

livres é capaz de causar uma saturação nos lipídeos de diversas áreas das regiões 

do encéfalo resultando na lipoperoxidação, que causa alteração na fluidez da 

membrana e nas concentrações intracelulares de cálcio. Acredita-se que este 

aumento intracelular de Ca2+ cause o rompimento das membranas (celular e 

mitocondrial) e, assim, seja a principal causa de morte celular (ORRENIUS e 

NICOTERA, 1994; CASALINO et al., 1997). 

Por outro lado, estudos têm demonstrado que a exposição ao Cd causa 

alterações na resposta imune humoral e mediada por células, bem como um 

aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral 

(TNF-α), interleucina 1α (IL-1α), e interleucina-6 (IL-6) (LAFUENTE et al., 2003). 

Além disso, sabe-se que o Cd causa alterações na atividade de importantes 

enzimas, como a acetilcolinesterase (AChE),  δ - aminolevulínico desidratase (δ - 

ALA-D) e ATPases (LUCHESE et al., 2007; GONÇALVES et al., 2012b, GONÇALVES et 

al., 2013; ABDALLA et al., 2013), que podem levar a uma disfunção celular e ao 

agravamento da neurotransmissão sináptica (HOLLOWAY  e THOR, 1988b; 

PROVIAS et al., 1994; MENDEZ ARMENTA et al., 2001), bem como produzir déficits 
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de atenção, aprendizagem e memória além de aumentar o comportamento 

agressivo e ansiogênico (HOLLOWAY e THOR, 1988b,a; TECARIOL et al., 2011). 

 

 

  Figura 3: Efeito do Cd nos neurônios. Adaptado MENDEZ-ARMENTA e RÍOS (2007). 

 

Atualmente, tem-se direcionado muita atenção para o efeito da exposição ao 

Cd na atividade da AChE modulando o sistema imune e o SNC (ZARROS et al., 

2013; GONÇALVES et al., 2012a,b). Estudos in vitro e ex vivo relataram os efeitos 

do Cd na atividade da AChE em diferentes modelos experimentais, mas estes 

resultados são controversos e podem ser explicados de acordo com a dose, veículo, 

via e a duração de administração de Cd (ZARROS et al., 2013; GONÇALVES et al., 

2010). 

Ressalta-se, aqui, que recentes estudos realizados pelo nosso grupo de 

pesquisa relatam a toxicidade do Cd no encéfalo e também no sistema imunológico 

(GONÇALVES et al., 2012a,b; ABDALLA et al., 2013; GONÇALVES et al., 2013). 

Estas proposições foram confirmadas e reafirmadas em estudos recentes 

desenvolvidos em nosso laboratório. Gonçalves et al., (2010), observou que a 
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administração crônica de cloreto de Cd (2 mg/Kg de CdCl2) leva à uma diminuição 

na atividade da AChE no hipocampo, no cerebelo e no hipotálamo de ratos. Além 

disso, Gonçalves et al., (2012) observou que a exposição ao cloreto de Cd (2 mg/Kg 

de CdCl2) causa uma diminuição na atividade da AChE no sangue total, bem como 

em linfócitos, além de uma diminuição da atividade da butirilcolnesterase (BuChE) 

no soro. Por outro lado, Abdalla et al., (2013) observou que a administração crônica 

de 2,5 mg de CdCl2 aumentou a atividade da AChE em sinaptossomas do córtex 

cerebral de ratos. 

Sabe-se que o sistema colinérgico é uma das mais importantes vias 

modulatórias do sistema nervoso periférico (SNP) e do SNC (DECARRIES et al., 

1997; DESCARRIES et al., 1997; SOREQ et al., 2001; PRADO et al., 2002). Há 

aproximadamente cem anos atrás, a acetilcolina (ACh) foi proposta como o agente 

químico responsável pela transmissão nervosa na sinapse, a área de conexão entre 

um neurônio e sua célula alvo. Desde a comprovação de que a ACh exerce um 

papel fundamental no funcionamento do sistema nervoso, a transmissão colinérgica 

se tornou um dos campos de maior importância para a neurociência (ANGLADE e 

LARAH-GODINOT, 2010). Vários trabalhos demonstraram que, no SNC, esta 

molécula atua agindo nos processos de aprendizagem e de memória, assim como 

no controle locomotor e no fluxo sanguíneo cerebral (KIEHN, 2006; DEIANA et al., 

2011; HUT e VAN DER ZEE, 2011; KLINKERBERG et al., 2011). Além disso, 

estudos também tem salientado a importância da ACh circulante como um 

modulador do sistema imune, uma vez que a medida das atividades das enzimas 

AChE e BuChE têm sido descritas como marcadores fidedignos de inflamação 

sistêmica de baixo grau (DAS, 2007).  

A histoquímica da sinapse colinérgica nasceu em 1949, quando Koelle e 

Friedenwald localizaram a atividade da AChE in situ a partir de uma ACh artificial.  A 

partir daí, os outros componentes do sistema também foram caracterizados 

(ANGLADE e LARAH-GODINOT, 2010). Neste contexto, é relevante destacar os 

principais componentes que constituem o sistema colinérgico: a ACh, a colina-

acetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6), o transportador de colina (TCH), o 

transportador de acetilcolina vesicular (TAChV), os receptores de acetilcolina 

muscarínicos (AChRm) e nicotínicos (AChRn), e AChE (E.C. 3.1.1.7) (KAWASHIMA  

e FUJII 2000; SARTER e PARIKH, 2005). 
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A ChAT é a enzima responsável pela síntese da ACh a partir de acetil-

coenzima A, um produto do metabolismo celular, e da colina, um importante produto 

do metabolismo dos lipídios da dieta (SOREQ e SEIDMAN, 2001; PRADO et al., 

2002). Uma vez sintetizada, a ACh é transportada pelo TAChV, que armazena a ACh 

dentro de vesículas, até a sua liberação por exocitose. Ao ser liberada, a ACh se 

difunde na fenda sináptica e ativa os receptores específicos de ACh (AChRm ou 

AchRn) que são sensibilizados, causando a despolarização e a propagação do 

potencial de ação na célula pós-sináptica (KAWASHIMA  e FUJII 2000; SARTER e 

PARIKH, 2005). Os receptores colinérgicos, AChRm e AChRn, transmitem os sinais 

por mecanismos diferentes (RANG et al., 2004). Até o momento, cinco subtipos de 

AChRm foram identificados (M1-M5). Estes receptores agem via ativação de 

proteínas G, sendo que os receptores M1 e M2 estão presentes em neurônios do 

SNC e SNP, além de outros tecidos ganglionares (VAN DER ZEE e LUITEN, 1999), 

enquanto que os receptores nicotínicos são compostos por cinco subunidades 

conhecidas por α1, α2, β, γ e δ e atuam como canais iônicos regulados por ligante e 

localizam-se, predominantemente, nas sinapses ganglionares (ARIAS, 1998). Por 

fim, a ACh que permanece na fenda é hidrolisada em acetato e colina pela enzima 

AChE, presente na fenda sináptica, evitando, assim, uma “super-estimulação” pós-

sináptica, modulando, portanto, a sinalização colinérgica (KAWASHIMA  e FUJII 

2000; SARTER e PARIKH, 2005). Parte da colina resultante da hidrólise é recaptada 

pelo TCH para o terminal pré-sináptico, onde poderá ser reutilizada na síntese de 

novas moléculas de ACh (Figura 4) (MESULAM et al., 2002).  

Há diferentes tipos de colinesterases, que diferem por sua localização nos 

tecidos, afinidade pelo substrato e funções fisiológicas. As principais dessas 

colinesterases são a AChE e a butirilcolinesterase (BuChE) (MESULAM et al., 2002; 

COKUGRAS, 2003), as quais daremos ênfase, dentre todos os componentes do 

sistema colinérgico, pois foram alvos deste estudo. 
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A AChE, ou colinesterase verdadeira, é predominantemente encontrada no 

encéfalo (em concentrações 10 vezes mais abundante que a BuChE), junção 

neuromuscular e eritrócitos (COKUGRAS, 2003). Pode ser classificada como uma 

enzima serina hidrolase regulatória, que é extremamente importante e que hidrolisa, 

preferencialmente, ésteres com grupamento acetil, como a ACh. Deste modo, a 

enzima AChE modula a concentração de ACh tanto na sinapse colinérgica quanto na 

junção neuromuscular, finalizando, assim, a transmissão do impulso (SOREQ  e 

SEIDMAN, 2001). Esta enzima apresenta uma atividade muito versátil, podendo 

desempenhar os mais variados papéis no organismo, uma vez que o sistema 

colinérgico abrange totalmente o mesmo (TAYEBATI et al., 2002). 

Figura 4: Esquema de uma sinapse 

colinérgica: Acetilcolina (ACh), 

acetilcolinesterase sináptica (AChE-S), 

receptor muscarínico do tipo 1 (M1), receptor 

muscarínico do tipo 2 (M2), transportador de 

ACh vesicular (TAChV). Adaptado de Soreq & 

Seidman, (2001). 
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A  AChE está presente em diversas formas moleculares no organismo, como a 

globular e a assimétrica, dependendo da sua conformação espacial (Figura 5). A 

forma globular apresenta-se como uma montagem homomérica de subunidades 

catalíticas que aparecem como monômeros, dímeros ou tetrâmeros, originando, 

respectivamente, as seguintes formas globulares (G): G1, G2 e G4, sendo, cada 

uma delas, predominante em alguns tecidos. Outra classe de AChE é a forma 

assimétrica, que apresenta-se como uma montagem heteromérica das subunidades 

estrutural e catalítica, onde a ligação através de pontes dissulfeto de uma molécula 

tríplice helicoidal de colágeno a um, dois, ou três tetrâmeros catalíticos resultam nas 

formas estruturais assimétricas A4, A8 ou A12, respectivamente (MASSOULIÉ et al., 

1993). 

 

 

 

 

As formas globulares podem ser solúveis ou ancoradas à membrana por 

sequências de aminoácidos hidrofóbicos, enquanto que as formas assimétricas 

Figura 5: Isoformas da acetilcolinesterase. Estrutura Assimétrica (A12) e molecular 

(G1, G2, G4) da AChE. (http://www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm). 
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estão incluídas na matriz extracelular por uma cauda colagênica (ColQ) (ALDUNATE 

et al., 2004). Contudo, todas essas formas apresentam uma alta taxa de hidrólise 

enzimática, de aproximadamente 5.000 moléculas de ACh/s (JÓSÊ et al., 2009). As 

formas globulares encontram-se, predominantemente, no SNC, enquanto que as 

formas assimétricas são encontradas, principalmente, no SNP e no músculo 

(RAKONCZAY et al., 2005). Além disso, a maior parte da AChE encontrada no tecido 

nervoso é do tipo G4, ligada à membrana (MASSOULIÉ et al., 1993). 

A estrutura tridimensional da AChE demonstra que seu sítio ativo é encontrado 

no interior de um estreitamento semelhante a uma garganta (gorge), a uma 

profundidade de 20 Aº, alinhado com resíduos hidrofóbicos, os quais parecem ser 

importantes na orientação do substrato ao sítio ativo (Figura 6) (JOHNSON e 

MOORE, 1990). Este sítio ativo consiste de dois subsítios de ligação: um subsítio 

carregado negativamente ou aniônico, ao qual a cadeia de nitrogênio quaternário [-

N+(CH3)3] da ACh carregada positivamente se liga, e um sítio esterásico contendo 

uma tríade catalítica formada por serina 203, histidina 447 e glutamato 334, o qual 

aloja o grupamento éster e carbonila da ACh (TAYLOR e BROWN, 1999). 

 

 

 

(A)       (B) 

 

Figura 6: Sítio catalítico da AChE. A) Ilustração do sítio esterásico contendo a tríade 

catalítica, externamente o sítio periférico (PAS) Adaptado de Soreq & Seidman (2001). B) 

Interação do substrato com o sítio esterásico da AChE. Adaptado de Patrick (2001). 

 

 Na borda ou superfície do “gorge”, cerca de 14 Aº do sítio ativo, situa-se um 

segundo sítio aniônico que se tornou conhecido como sítio aniônico periférico 

(peripheral anionic site - PAS), o qual foi proposto com base na ligação de composto 
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bi-quaternários (BOURNE et al., 2005). Tem sido proposto que este sítio periférico 

possa estar envolvido na ação de determinados inibidores da enzima ou na inibição 

por excesso de substrato (NUNES-TAVARES et al., 2002; SILMAN e SUSSMAN, 

2005). A ACh é hidrolisada a partir de sua ligação ao resíduo de serina no sítio ativo 

da enzima, formando o intermediário acetil-AChE, liberando colina. Em sequência, 

há a hidrólise deste intermediário, liberando acetato, e permitindo o “turnover” da 

enzima (SOREQ e  SEIDMAN, 2001). 

Diferentemente da AChE, a  BuChE é uma enzima sérica com ampla 

distribuição no organismo (KUTTY, 1980; CHATONNET e  LOCKDRIDE, 1989; 

ORESVIC e KUNEC-VAJIC, 1992), encontrada, principalmente, no soro, rins, fígado, 

intestino, coração e pulmão, e que possui uma distribuição neuronal muito mais 

restrita em relação a AChE (MESULAM et al., 2002; COKUGRAS, 2003). Além 

disso, sabe-se que a BuChE encontrada no encéfalo não deriva do soro, mas é 

produzida no próprio tecido encefálico (PRODY et al., 1987; McTIERNAN et al., 

1987). A BuChE, ou pseudocolinesterase, hidrolisa, além da ACh, outros tipos de 

ésteres de colina, como a butirilcolina, os relaxantes musculares succinilcolina, 

mivacúrio, ésteres alifáticos que não contêm colina, assim como o ácido 

acetilsalicílico e muitas drogas, como a cocaína e a procaína (BOECK et al., 2002).  

Além das colinesterases, a enzima mieloperoxidase (MPO) também contribui 

para a regulação do processo inflamatório (HAMPTON et al., 1998; REGASINI et al., 

2008). A MPO é uma hemeproteína liberada a partir de leucócitos no local da lesão 

tecidual, e reflete, desta maneira, a ativação de ambos os neutrófilos e linfócitos 

(HANSSON et al., 2006). Esta enzima é responsável pela geração de ácido 

hipocloroso, responsável por oxidar compostos endógenos, como microrganismos, 

alguns medicamentos e toxinas. Basicamente, a MPO converte o peróxido de 

hidrogênio em ácido hipocloroso e água. Além disso, o ácido hipocloroso gera 

produtos secundários como o oxigênio singlete e o radical hidroxila, agentes 

oxidantes que possuem amplas ações biológicas em eventos como apoptose e 

condução do processo inflamatório (Figura 7) (REGASINE et al., 2008). 
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 Outro sistema importante para a regulação da neurotransmissão e da 

resposta imune é o sistema purinérgico. A sinalização purinérgica é mediada, 

principalmente, pelos nucleotídeos e nucleosídeo de adenina extracelulares, pelos 

receptores através dos quais estes nucleotídeos exercem seus efeitos, e pelas 

ectoenzimas (YEGUTKIN, 2008).   

Os nucleotídeos extracelulares de adenina trifosfato (ATP) e nucleotídeo 

monofosfato (AMP), a nucleotídeo difosfato (ADP) e o nucleosídeo adenosina (ADO) 

são considerados importantes moléculas sinalizadoras, mediando seus efeitos 

através de receptores purinérgicos localizados na superfície celular (ILLES e 

RIBEIRO, 2004) (Figura 8). Em condições fisiológicas, os nucleotídeos e 

nucleosídeos estão presentes no meio extracelular em baixas concentrações, 

normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até as quantidades 

micromolares em determinadas situações (DI VIRGILIO, 2001). Entretanto, as 

concentrações de ATP, ADP, AMP e ADO são influenciadas por vários fatores, tais 

como: secreção e/ou lise celulares, efeito da diluição no espaço extracelular e pela 

ação catalítica das ecto-nucleotidases (RATHBONE et al., 1999; MALMSJO et al., 

2000). 

 

Figura 7: Ação da mieloperoxidase liberada a partir do leucócito. 
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Os níveis extracelulares de nucleotídeos e nucleosídeos de adenina, e a 

consequente sinalização purinérgica por eles induzida através dos receptores, são 

regulados através de uma variedade de enzimas localizadas na superfície celular ou 

solúveis no meio intersticial, denominadas ecto-nucleotidases (ZIMMERMANN et al., 

2007). Este conjunto de enzimas inclui a família das E-NTPDases (ecto-nucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolase), a família das E-NPPs (ecto-nucleosídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase), as fosfatases alcalinas, a ecto-5’-nucleotidase e a 

adenosina desaminase (ADA) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008).  

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática que tem 

início com a ação da E-NTPDase e da E-NPP, que catalisam a hidrólise de ATP e do 

ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A seguir, a enzima 5’-nucleotidase 

hidrolisa a molécula de AMP formando a adenosina, que, posteriormente, sofre 

desaminação pela ação da ADA, formando a inosina (INO) (Figura 9) (YEGUTKIN, 

2008). 

 

Figura 8: Receptores envolvidos na resposta fisiológica dos nucleotídeos e 
nucleosídeos extracelulares de adenina (http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-
s2.0-S0005273612000065-gr1.jpg) 
 

http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S0005273612000065-gr1.jpg
http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S0005273612000065-gr1.jpg
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Sabe-se que E-NTPDase é o termo genérico para designar uma família de 

enzimas presentes na membrana plasmática de diversos tecidos, que catalisam a 

hidrólise de nucleotídeos difosfatos e trifosfatos até suas formas monofosfato 

(ZIMMERMANN et al., 2007). Atualmente, oito membros da família das E-NTPDases 

já foram identificadas (Figura 10), as quais são denominadas E-NTPDases 1-8 e 

diferem entre si quanto à especificidade ao substrato (NDP ou NTP) e a cátions 

divalentes (ROBSON et al., 2006). 

A NTPDase 1 degrada o ATP e ADP em iguais proporções (1:1), diferindo da 

NTPDase 2, que hidrolisa preferencialmente o ATP (BALZ et al., 2003). As 

NTPDases 3 e 8, por sua vez, apresentam uma preferência maior pelo substrato 

ATP em relação ao ADP (ROBSON et al., 2006). Além disso, ao contrário da 

NTPDase 1 e 2, as NTPDases 3 e 8 são, preferencialmente, ativadas pelo Ca2+ em 

relação ao Mg2+ (BIGONNESSE et al., 2004; LAVOIE et al., 2004; VORHFF et al., 

2004). Estas diferenças entre os subtipos nas propriedades catalíticas podem ser 

devido à diferenças na sequência de aminoácidos, como, também, nas estruturas 

secundária, terceária e quaternária das enzimas (GRINTHAL e GUIDOTTI, 2004). 

Figura 9: Enzimas envolvidas na degradação extracelular de nucleotídeos e nucleosídeos de 

adenina. Adaptado de Yegutkin (2008). 
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Além das diferenças quanto à preferência a substratos e a cátions divalentes, 

estas enzimas apresentam diferenças em relação à distribuição tecidual e 

localização celular. Um grupo de E-NTPDases (NTPDase 1, 2, 3, 8) estão 

localizadas na superfície das células, com um sítio catalítico extracelular. Outro 

grupo é composto pelas enzimas NTPDase 4, 5, 6 e 7 e caracterizam-se por 

apresentar localização intracelular (ZIMMERMAN, 2001; ROBSON et al., 2006).  

Tem-se relatado que a E-NTPDase é expressa em sinaptossomas isolados, 

bem como em cultura de neurônios primários de córtex cerebral, astrócitos e células 

do sistema imune (BATTASTINI et al., 1991; WANG et al., 2007). Estudos imuno-

histoquímicos têm demonstrado que esta enzima é amplamente distribuída no 

encéfalo de ratos, encontrando-se presente em neurônios de córtex cerebral, 

hipocampo, cerebelo, células gliais e células endoteliais (WANG e GUIDOTTI, 1998). 

A NTPDase 1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD39) foi a primeira enzima 

da família E-NTPDase a ser descrita, e já foi identificada em uma ampla variedade 

de organismos, tais como: protozoários, plantas, invertebrados, peixes, aves, ratos e 

humanos (ANICH et al., 1990; VASCONCELOS et. al., 1993; FRASSETO et al., 

1995; MATOS et al., 2001; SCHETINGER et al., 2001; RICO et al., 2003; LEAL et 

al., 2005). Está ancorada na superfície celular através de duas regiões 

transmembranas próximas ao grupamento amino e carboxi terminal, com o seu sítio 

catalítico voltado para o meio extracelular (Figura 10). Esta enzima hidrolisa tanto 

ATP como ADP, formando AMP na presença de íons Ca2+ e Mg2+ (ZIMMERMAN, 

2001). 
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Figura 10: Membros da família da E-NTPDase (Robson et al., 2006). 

 

 Já a ecto-5’-nucleotidase é uma glicoproteína ancorada à membrana 

plasmática via uma molécula de glicofosfatidil inositol (GPI), com seu sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular (Figura 11). Por outro lado, formas solúveis e 

clivadas desta enzima também já foram descritas (ZIMMERMANN, 2001; 

HUNSUCKER et al., 2005). Ela é amplamente encontrada em uma variedade de 

tecidos, como rins, fígado, encéfalo, pulmão, endotélio vascular, plaquetas e células 

do sistema imune (COLGAN et al., 2006).  
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 A reação catalisada pela ecto 5’-nucleotidase é a desfosforilação de vários 

nucleotídeos 5’-monofosfatados, como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus 

respectivos nucleosídeos (ZIMMERMANN, 1996). No entanto, foi demonstrado que 

a 5´-nucleotidase hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo, por isto, considerada 

a principal enzima responsável pela formação de adenosina (ZIMMERMANN, 1996; 

ZIMMERMAN, 1998; ZIMMERMANN, 2001). 

A enzima ADA também faz parte do conjunto de enzimas responsáveis pela 

degradação sequencial dos nucleotídeos e nucleosídeos de adenina (YEGUTKIN, 

2008). É responsável por realizar a desaminação da ADO com consequente 

produção de inosina (INO), seu metabolito inativo, regulando, assim, as 

concentrações extracelulares deste nucleosídeo (FREDHOLM et al., 2005). A ADO 

pode ser sintetizada tanto no meio intracelular quanto extracelular, cujas ações são 

exercidas através de um grupo de receptores metabotrópicos classificados como A1, 

A2A, A2B, A3, sendo que a maioria do conhecimento sobre a distribuição e 

Figura 11: Estrutura da ecto 5’-

nucleotidase ancorada a membrana 

plasmática via uma molécula de GPI. 

Adaptado de Zimmermann (2001). 
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funcionalidade dos purinoreceptores P1 corresponde a estudos referentes aos 

receptores A1 e A2A (FREDHOLM et al., 2001; BURNSTOCK, 2006). 

Portanto, as ecto-enzimas, junto com os nucleotídeos e nucleosídeos de 

adenina, apresentam importantes funções fisiológicas. Em relação ao sistema 

nervoso, as enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase, amplamente distribuídas no 

cérebro de ratos (neurônios de córtex cerebral, hipocampo, cerebelo, células gliais e 

células endoteliais), desempenham funções importantes na neurotransmissão e 

neuromodulação (WANG  e GUIDOTTI, 1998; CUNHA e RIBEIRO, 2000; 

DUNWIDDIE e MASINO, 2001), uma vez que o ATP hidrolisado por estas enzimas é, 

essencialmente, um neurotransmissor excitatório nas sinapses nervosas 

purinérgicas e, também, age como um neuromodulador. Esse nucleotídeo pode ser 

armazenado e liberado no meio extracelular juntamente com os outros 

neurotransmissores, tais como a ACh, glutamato e noradrenalina, através das 

vesículas pré-sinápticas dependentes de Ca2+ (ILLE e RIBEIRO, 2004). Já a ADO 

formada pela hidrólise do AMP, reação catalisada pela enzima 5’-nucleotidase, é 

capaz de regular a liberação de vários neurotransmissores, agindo tanto pré-

sinapticamente quanto pós-sinapticamente (CUNHA, 2001; DNWIDDIE e MASIMNO, 

2001; RIBEIRO et al., 2003). Além disso, a ação da ADO tem se tornado relevante 

em vários processos patológicos, pois ela pode limitar o dano causado pela 

excitotoxicidade desses neurotransmissores, exercendo, assim, uma ação protetora 

no SNC (ZIMMERMANN et al., 1998; DUNWIDDIE e MASINO, 2001; PURVES et al., 

2005). 

Além das propriedades neurotransmissoras e neuromoduladoras, estudos 

colocaram em evidência muitas funções dos nucleotídeos e do nucleosídeo de 

adenina no sistema imunológico. As enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase são 

encontradas, também, em células do sistema imunológico, estando envolvidas na 

regulação de muitas respostas imunes e inflamatórias (BOURS et al., 2006; 

COLGAN et al., 2006). O ATP é uma molécula que possui funções pró-inflamatórias, 

como a estimulação e a proliferação de linfócitos, sendo essencial para a liberação 

de citocinas, como a interleucina 2 (IL-2) e o interferon γ (IFN-γ) (LANGSTON et al., 

2003; BOURS et al., 2006). Por outro lado, a adenosina tem potentes atividades 

anti-inflamatórias e imunossupressoras, por inibir a proliferação de células T através 
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da ativação de receptores A2A e a liberação de citocinas pró-inflamatórias (GESSI et 

al., 2007). 

Nos últimos anos, o papel da NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA tem sido 

avaliado em várias condições patológicas e toxicológicas, como no diabetes 

(LUNKES et al., 2003; SCHMATZ ET AL., 2009a), na síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005), no câncer (ARAÚJO et al., 2005; 

MALDONADO et al., 2010), na esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 2010 a,b) e 

na intoxicação por alumínio (KAIZER et al., 2007). 

Além disso, alguns trabalhos foram realizados, também, in vitro, visando 

esclarecer os efeitos do Cd sobre estes nucleotídeos e sobre as enzimas 

relacionadas ao seu catabolismo (DAHM et al., 2006; SENGER et al., 2006), 

demonstrando a importância destas no processo de neurotransmissão (ABDALLA et 

al., 2003; GONÇALVES et al., 2013). Abdalla et al., (2013) observou um aumento na 

atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA no sinaptossoma do córtex 

cerebral de animais expostos cronicamente ao Cd  (2,5 mg/kg durante 45 dias), 

sugerindo que o aumento na atividade destas enzimas poderia levar à conversão 

final de INO e, consequentemente, com a diminuição de moléculas neuroprotetoras, 

como o ATP e ADO, o qual poderia contribuir para os efeitos neurotóxicos do metal 

no SNC. Estes resultados estão de acordo com os observados por Gonçalves et al., 

(2013), que encontrou um  aumento na atividade das enzimas NTPDase e 5'-

nucleotidase em sinaptossomas do córtex cerebral de ratos expostos ao Cd (2 

mg/kg) durante 30 dias.  

Levando em consideração os dados acima mencionados, torna-se relevante o 

estudo da atividade das ecto enzimas do sistema purinérgico em diferentes tipos 

celulares de animais expostos ao Cd, bem como faz-se necessário associar a 

atividade dessas enzimas com outras respostas bioquímicas e comportamentais 

relacionadas à intoxicação por esse metal. 

Neste contexto, destacamos a enzima Na+, K+-ATPase (E.C. 3.6.1.3), que 

também possui um papel importante na neurotransmissão sináptica por atuar na 

manutenção do gradiente eletrolítico de íons Na+ e K+, que contribuem para a 

homeostase intracelular de eletrólitos, além da manutenção do volume e do pH 

celular (LINGER, 1992; LINGER et al., 1994a,b). Sabe-se que uma diminuição na 

atividade ou expressão dessa enzima pode prejudicar, diretamente, a sinalização de 
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neurotransmissores, com consequências deletérias sobre a memória, o 

comportamento e a ansiedade (DOS REIS et al., 2002; MOSELEY et al., 2007). 

Além disso, estudos in vitro demonstram que inibidores da enzima, como a 

ouabaína, aumenta o influxo de Ca2+, induz a liberação do glutamato por transporte 

reverso de Na2+ e causa toxicidade em neurônios do hipocampo (FJISAWA et al., 

1965; LI e STYS, 2001; LEES et al., 1990). 

Vários estudos demonstraram que certos íons metálicos bivalentes são 

potentes inibidores da enzima Na+, K+-ATPase  no encéfalo (HEXUM, 1974; 

PRAKASH et al., 1973; RAJANNA et al., 1983; CHETTY et al., 1992; ANTONIO et 

al., 2002). Há relato de que a exposição ao Cd causou uma diminuição na atividade 

da enzima no córtex cerebral, no hipotálamo e ceberelo de animais expostos a 

tubérculos de batata com Cd, sugerindo que esta inibição da Na+, K+-ATPase 

poderia ser prejudicial para os neurônios, levando ao edema e degeneração celular 

(GONÇALVES et al., 2012). 

Além da Na+, K+-ATPase, diversas enzimas podem ter suas atividades 

reduzidas pelo aumento na concentração de metais tóxicos no organismo. Esses 

metais podem ligar-se à grupos sulfidrílicos (-SH) e/ou substituir metais essenciais 

de algumas enzimas, alterando suas atividades catalíticas (CASALINO et al., 2000). 

Desta maneira, outra enzima importante a ser avaliada é a enzima δ-ALA-D, 

amplamente utilizada como marcador de intoxicação por vários metais, como o 

mercúrio (ROCHA et al., 2000), chumbo (RODRIGUES et al., 1996) e Cd (LUCHESE 

et al., 2007). A δ-ALA-D é uma metaloenzima que requer íons zinco para sua 

atividade catalítica máxima (JAFFE et al., 2000). Esta enzima catalisa a 

condensação assimétrica de duas moléculas do ácido δ-aminolevulínico (δ-ALA), 

formando o porfobilinogênio (PBG), em um dos passos iniciais da biossíntese do 

heme (GIBSON et al., 1955). A inibição da δ-ALA-D pode prejudicar a rota 

biossintética do heme (SASSA et al., 1989; GOERING, 1993) e resultar no acúmulo 

do substrato ALA, o qual pode estar relacionado com a superprodução de EROs 

(PEREIRA et al., 1992; BECHARA et al., 1993). 

 Estudos vêm sendo realizados na tentativa de reverter ou minimizar os efeitos 

causados pelo Cd, principalmente aos danos relacionados ao SNC e ao sistema 

imunológico. Destaca-se que o interesse pela prevenção e cura de doenças através 

da alimentação vem aumentando a cada dia, e cada vez com mais embasamento 
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científico. Neste contexto, um crescente número de estudos epidemiológicos tem 

associado o consumo de compostos flavonoides a uma variedade de efeitos 

benéficos para a saúde. Além da atuação antioxidante, já foi descrito que estes 

compostos possuem, ainda, diversas propriedades farmacológicas, tais como: 

propriedade anticarcinogênica, vasodilatadora, anti-inflamatória, imunoestimulante, 

antialérgica, vasoprotetora, neuroprotetora, entre outras (COOK e SAMMAN 1996; 

RICE-EVANS et al., 1995; MIDDLETON et al., 2000; CHO et al., 2003; PRIOR, 2003; 

KANG et al., 2005). 

Os flavonoides são uma classe de compostos que diferem entre si pela sua 

estrutura química e características particulares (NIJVELDT, 2001). Apesar de 

apresentarem diferenças estruturais, todos incluídos nesta classe, apresentam uma 

organização genérica composta por 15 átomos de carbono reunidos em um núcleo 

fundamental tricíclico, ou seja, consistem de um esqueleto de difenil propano com 

dois anéis benzênicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (Figura 12) 

(AHLENSTIEL, 2003). Estima-se que existam em torno de 8.000 variedades de 

flavonoides, sendo que a estrutura de cada um, a partir de seu núcleo fundamental, 

é o que permite classificá-los em: antocianidina, flavanóis, flavanona, flavonas, 

flavonóis e isoflavonas (Tabela 1) (RICE-EVANS et al., 1995; YAO et al., 2004). 

 

 

 

 

 

  

Figura 12: Núcleo genérico de um flavonóide. Os anéis A e 

B são aromáticos e o anel C é um heterociclo (COOK & 

SAMMMAN, 1996). 
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Os flavonoides compõem uma ampla classe de substâncias de origem natural 

e não podem ser sintetizados pelo metabolismo humano, fazendo com que sejam 

obtidos através da alimentação (MIDDLETON et al., 2000; CHO et al., 2003; PRIOR, 

2003; KANG et al., 2005). Estes compostos são encontrados em frutas, legumes, 

vegetais, açúcares, grãos, vinho tinto, chás de ervas, café e chocolate (SCALBERT 

e WILLIAMSON, 2000; AHERNE e O’BRIEN, 2002). De acordo com Pierpoint (1986) 

o teor de flavonoides em alimentos consumidos diariamente é: 44 mg em cereais, 79 

mg em batatas, 45 mg em grãos e nozes e 162 mg em vegetais e ervas. Além disso, 

sabe-se que maior parte dos flavonóides consumidos, aproximadamente 420 mg/dia, 

provém do cacau, da cola, do café, do chá preto, da cerveja e do vinho, com um 

adicional de 290 mg/dia provenientes de frutas e sucos.  

 

Tabela 1. Sub-Classes dos flavonoides, características e fontes. Adaptada de 

(Pedriali, 2005). 

 

 

 Os flavonoides são considerados substâncias lipossolúveis e hidrossolúveis, 

sendo encontrados em forma livre de açúcares, mais apolares, e em formas 

glicosiladas, mais polares (BRAVO, 1998). A maioria deles se apresentam na forma 

glicosilada, sendo mais comumente encontrados os carboidratos D-glicose, L-

ramnose, glicoramnose, galactose e arabinose ligados principalmente na posição 3 

(RICE-EVANS et al., 1995). Sabe-se que, dificilmente, a forma intacta, a glicosilada, 

é absorvida no intestino delgado, devido ao favorecimento da sua hidrofilicidade 
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(CRESPY, 1999). O metabolismo dos flavonoides é amplamente conhecido em 

animais, porém não se tem muitas informações do seu mecanismo em humanos. 

Hoje se tem um interesse grande em esclarecer esse mecanismo, assim como o 

comportamento destes compostos no organismo, visto que apresentam inúmeras 

propriedades farmacológicas (MIDDLETON et al., 2000; MUROTA, 2003). 

 Estes compostos são moléculas especialmente grandes e passam por um 

processo de quebra, auxiliados por enterobactérias, liberando a aglicona, uma 

molécula que pode ser absorvida com maior facilidade pelas células epiteliais do 

intestino grosso devido a sua lipofilicidade (HOLLMAN e KATAN, 1999; 

MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; MUROTA, 2003; BHATIA e JAIN, 

2004). Após passarem pelo trato digestivo, estas moléculas migram pela corrente 

sanguínea até o fígado, onde são submetidos à metilação, glucoronidação e/ ou 

sulfatação e, por fim, encontrarem-se livres no sangue. Uma vez livres, podem 

alterar o estado redox de órgãos, melhorar a atividade antioxidante enzimática, 

modificar a expressão de algumas proteínas, alterar o crescimento celular, promover 

reparo ao material genético danificado, desencadear apoptose de células aberrantes 

entre outros efeitos (YAO et al., 2004). 

Alguns estudos têm apontado a capacidade dos flavonoides em atravessar a 

BHE através da quantificação dos mesmos no SNC (MÉNDEZ-ARMENTA et al., 

2001; MÉNDEZ-ARMENTA e RÍOS, 2007). A BHE possui certa seletividade quanto 

à passagem de moléculas polares e, também, de moléculas grandes como 

polímeros. Todavia, apesar desta seletividade, já foi registrada a presença de 

catequinas, antocianidinas, naringeninas, hesperetina, quercetina, rutina, dentre 

outros flavonoides e derivados, no encéfalo de roedores que receberam oralmente 

estes compostos (YOUDIM et al., 2003). 

O efeito neuroprotetor dos flavonoides foi evidenciado em vários estudos que 

demonstraram que estes compostos protegem as células neuronais da morte celular 

em modelos animais de doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson, 

a doença de Alzheimer, a isquemia cerebral unilateral ou global e, ainda, em 

modelos de estresse oxidativo por peróxido de hidrogênio (ARUOMA et al., 2003; 

KANG et al., 2005; MANDEL et al., 2005). Além disso, os efeitos benéficos dos 

flavonoides no SNC, atuando como neuroprotetores, podem ser atribuídos, 

principalmente, pela atividade antioxidante do composto, através da redução das 
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EROs, bem como evitando a neurotoxicidade de substâncias, e agindo pela 

modulação de atividades de enzimas, como as ectonucleotidases e a AChE 

(ABDALLA et al., 2013; SCHMATZ et al., 2009a; SCHMATZ et al., 2009b; 

GONÇALVES et al., 2010). Além dos efeitos destes compostos no SNC, têm sido 

amplamente reportado os efeitos benéficos dos flavonoides ao sistema imunológico, 

devido à propriedade antioxidante, anti-inflamatória e antitumorais, como 

apotenciação de apoptose, inibição da proliferação de células e inibição da 

metástase, que já esta bem descrita na literatura (CHINEMBIRI et al., 2014).  

Dentre todos os flavonoides, destaca-se um em especial, a quercetina, que é 

considerada um dos compostos (3,3’,4’,5,7-pentaidroxiflavona) mais abundantes, 

sendo encontrados em frutas, legumes e vegetais (Figura 13). Também é um dos 

componentes mais conhecidos na Ginkgo biloba e na erva de São João (Hypericum 

perforatum) (PRIOR, 2003; WILLIANS et al., 2004). Acredita-se que a cebola (284-

486 mg/kg), a maçã (21-72 mg/kg) e o brócolis (30mg/Kg) são as fontes majoritárias  

de quercetina (HERTOG et al., 1993; MUROTA, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Estrutura do flavonoide Quercetina. Destaque para as estruturas 

envolvidas na sua atividade farmacológica e antioxidante. O grupamento mais 

importante é o catecol (amarelo) outros grupamentos importantes: presença de 

insaturação no anel C (vermelho), presença de função 4-oxo no anel C (verde). O 

grupo catecol e as outras funções (azul) possuem a habilidade em quelar metais de 

transição como o cobre e o ferro. (Adaptado de Spencer et al., 2003). 
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A quercetina é um composto não carcinogênico e possui baixa toxicidade 

(NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1992, CHOI et al., 2003). Em experimentos 

animais, a dose oral segura da quercetina é de 1000 mg/dia e, por via intravenosa, 

756 mg/dia (HARWOOD  et al., 2007). Já em humanos, 4 g/dia de quercetina não 

apresentam efeitos colaterais. Além disso, a estimativa calculada de ingesta por 

indivíduo é de aproximadamente 25 mg/dia (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 

1992; COOK e SAMMAN, 1996; CHOI et al., 2003). Este flavonoide é um composto 

facilmente absorvido por pequenas células intestinais, onde sofre hidrólise para, 

posteriormente, entrar na corrente sanguínea e seus metabólitos não utilizáveis 

serem excretados pela urina. Uma vez atingido a corrente sanguínea, a quercetina 

será metabolizada no fígado e distribuída através da circulação sanguínea para 

todos os tecidos, onde, por sua vez, realizará uma gama de efeitos, em sua grande 

maioria, benéficos (MUROTA e TERAO, 2003; MANACH et al., 2005). No que diz 

respeito à biodisponibilidade, sabe-se que apenas 60 % da quercetina ingerida é 

absorvida, e a sua eliminação é lenta (GUGLER  et al., 1975). 

Pesquisas têm descrito várias aplicações terapêuticas para este flavonoide, 

incluindo a atividade antioxidante, antiinflamatória e neuroprotetora (CHO et al., 

2003, CHOI et al., 2003, ABDALLA et al., 2013). Acredita-se que em muitas 

situações, estas ações, provavelmente, envolvem sua propriedade antioxidante 

(PRIOR, 2003), a qual pode ser explicada por sua participação em inibir enzimas 

como a ciclooxigenase, lipoxigenase e xantina oxidase, que estão envolvidas na 

citotoxicidade oxidativa (KAHRAMAN, 2003). 

Estudos in vitro demonstram o efeito antitumoral da quercetina em cultura de 

células de melanoma, relatando que a quercetina, em baixas doses, afeta a 

viabilidade celular e, em altas doses, induz a apoptose celular (HOLLMAN et al., 

1997). Zhang e colaboradores (2005) sugerem que a quercetina induz a apoptose de 

células de melanoma (B16-BL6) através do aumento da atividade da caspase-3. 

Além disso, já foi relatado que a quercetina inibe o crescimento e a metastase do 

melanoma in vivo (CAO et al., 2013). 

Em relação ao efeito protetor da quercetina no SNC vários estudos relatam o 

efeito neuroprotetor do composto. PU et al., (2007) observaram uma ação protetora 

da quercetina em testes de memória espacial e a redução da morte neuronal em 

ratos. Existem, também, registros da ação protetora da quercetina na discinesia 
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orofacial induzida por tratamento crônico com neurolépticos (haloperidol) (NAIDU et 

al., 2003), no modelo de isquemia (SARKAR e DAS 2006), em insultos por privação 

de glicose e oxigênio (HA et al., 2003) e na injúria de células corticais causada por 

EROs (HA et al., 2003). Destaca-se que, recentemente, o nosso grupo de pesquisa 

avaliou o efeito da quercetina na atividade de enzimas do sistema purinérgico e 

colinérgico em sinaptossomas do córtex cerebral de ratos expostos ao Cd e 

confirmou-se que, de fato, a quercetina exerce um efeito neuroprotetor em relação à 

toxicidade do Cd nas enzimas do sistema colinérgico e purinérgico (ABDALLA et al., 

2013). 

Com base no acima mencionado e considerando-se os efeitos tóxicos da 

exposição ao Cd ao SNC e SNP, o objetivo do presente trabalho foi investigar os 

parâmetros comportamentais e bioquímicos, como a atividade das enzimas AChE, 

Na+, K+-ATPase, δ - ALA - D, NTPDases , ADA, BuChE e MPO, bem como  o perfil 

oxidativo em ratos submetidos à intoxicação por Cd.  Em adição, torna-se relevante 

avaliar o efeito protetor da quercetina, composto com ação antioxidante, anti-

inflamatória e neuroprotetora, em ratos submetidos a este tipo de exposição.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo do presente estudo foi investigar alterações nos testes comportamentais e 

de memória bem como os parâmetros bioquímicos em ratos expostos ao Cd e 

tratados com quercetina.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

  Investigar o comportamento do tipo ansiogênico e a memória em ratos 

expostos ao CdCl2 e/ou tratados com quercetina; 

  

  Determinar a presença de Cd em diferentes estruturas encefálicas de ratos 

expostos ao CdCl2 e/ou tratados com quercetina a fim de verificar a 

possibilidade do metal em acumular-se no encéfalo além das propriedades 

quelantes da quercetina; 

 

  Avaliar a atividade das enzimas AChE e Na+, K+-ATPase em diferentes 

estruturas encefálicas de ratos expostos ao CdCl2 e/ou tratados com quercetina 

a fim de relacionar os resultados dos parâmetros comportamentais com as 

possíveis alterações enzimáticas; 

 

  Avaliar a atividade da enzima δ-ALA–D no encéfalo de ratos expostos ao 

CdCl2 e/ou tratados com quercetina com o propósito de confirmar a toxicidade 

induzida pelo metal; 

 

  Determinar os parâmetros de estresse oxidativo como: os níveis intracelulares 

de EROs, níveis de peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, a presença de 

DNA dupla fita bem como os níveis de vitamina C, tióis totais, glutationa 
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reduzida, a atividade das enzimas glutationa redutase e glutationa transferase 

em diferentes estruturas encefálicas de ratos expostos ao CdCl2 e/ou tratados 

com quercetina com o propósito de relacionar estes resultados com as 

possíveis alterações enzimáticas e comportamentais, além de esclarecer os 

possíveis mecanismos de toxicidade induzida pela exposição ao Cd; 

 

  Avaliar a atividade das enzimas NTPDase, ADA e AChE em linfócitos 

periféricos de ratos expostos ao CdCl2 e/ou tratados com quercetina a fim de 

verificar possíveis alterações no sistema purinérgico e colinérgico destes 

animais; 

 

  Analisar a atividade da enzima BuChE no soro e da MPO no plasma de ratos 

expostos ao CdCl2 e/ou tratados com quercetina para confirmar a presença do 

processo inflamatório e relacionar com a atividade anti-inflamatória da 

quercetina; 

 

  Verificar o efeito da quercetina in vitro, nas atividades da NTPDase, da ADA, 

da AChE em linfócitos periféricos, atividade da BuChE no soro e da MPO no 

plasma a fim de comparar com os resultados in vivo. 
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APRESENTAÇÃO 
 
 

Os resultados desta tese estão apresentados sob a forma de dois artigos, os 

quais encontram-se no item “ARTIGOS”. As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências encontram-se nos próprios artigos e 

representam a íntegra deste estudo.  

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontrados no final desta tese, 

apresentam interpretações e comentários gerais a respeito dos resultados 

apresentados nos artigos.  As REFERÊNCIAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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3. ARTIGOS  

 
 
3.1 Artigo 1 

 

 

 

 
Quercetina protege o comprometimento da memória e comportamento do tipo 

ansiogênico em ratos expostos ao cádmio: Possível envolvimento da atividade 

da acetilcolinesterase e Na+, K+-ATPase 

 

 

 

Quercetin protects the impairment of memory and anxiogenic-like 

behavior in rats exposed to cadmium: Possible involvement of the 

acetylcholinesterase and Na+,K+-ATPase activities 

 

Fátima H. Abdalla, Roberta Schmatz, Andréia M. Cardoso, Fabiano B. Carvalho, Jucimara 

Baldissarelli, Juliane Sorraila de Oliveira, MichelleM. Rosa, Matheus Augusto Gonçalves 

Nunes,Maribel A. Rubin, Ivana B.M. da Cruz, Fernanda Barbisan, Valderi L. Dressler, Luciane B. 

Pereira, Maria Rosa C. Schetinger, VeraM.Morsch, Jamile F. Gonçalves, Cinthia M. Mazzanti 

 

 

 

 

 

Publicado na revista “Physiology & Behavior” 
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3.2 Artigo 2 

 

 

 

Efeito protetor da quercetina na atividade de ecto-enzimas, colinesterases e 

mieloperoxidase em linfócitos de ratos expostos ao cádmio 

 

 

 

 

 

Protective effect of quercetin in ecto-enzymes, cholinesterases, 

and myeloperoxidase activities in the lymphocytes of rats exposed 

to cadmium 

 

Fátima Husein Abdalla, Andréia Machado Cardoso, Roberta Schmatz,, Jamile Fabbrin 

Gonçalves, Jucimara Baldissarelli, Caroline Curry Martins, Daniela Zanini, Lizielle Souza de 

Oliveira, Pauline da Costa, Victor Camera Pimentel, Luciane Belmonte Pereira, Cibele Lima 

Lhamas, Maria Rosa Chitolina Schetinger, Vera Maria Morsch, Cinthia Melazzo Andrade 

Mazzanti 

 

 

 

Publicado na revista “Molecular and Cellular Biochemistry” 
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4. DISCUSSÃO 

 

O Cd é um metal pesado amplamente utilizado na fabricação de fertilizantes, 

tintas, plásticos, pilhas e baterias, sendo, também, um dos principais componentes 

da fumaça do cigarro (GODT et al., 2006). Produtos contendo Cd são 

frequentemente despejados junto com o lixo doméstico e, assim, contaminam o meio 

ambiente, especialmente se os resíduos são queimados. O Cd lançado no meio 

ambiente pode ser absorvido pelos tecidos animais e vegetais, contaminando o 

ecossistema terrestre e o aquático, entrando, desta forma, na cadeia alimentar 

(JARUP et al., 1998). Portanto, a dieta é considerada a principal fonte de exposição 

ao metal na população em geral (JARUP et al., 1998; JARUP e AKSSON, 2009). 

Devido à meia vida biológica longa e à baixa taxa de excreção do Cd no 

organismo, o mesmo pode acumular-se em vários órgãos (SANTOS et al., 2004; 

SANTOS et al., 2005a,b; SANTOS et al., 2006; LUCHESE et al., 2007; BORGES et 

al., 2008; GONÇALVES et al., 2012). Neste contexto, ressalta-se que estudos 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa corroboram com estes dados, indicando 

que a exposição ao Cd causa toxicidade a diferentes tecidos, podendo acumular-se 

em diferentes estruturas encefálicas, bem como no sistema periférico (GONÇALVES 

et al., 2012a,b; ABDALLA et al., 2013; GONÇALVES et al., 2013). 

 Entretanto, apesar da toxicologia do Cd ser amplamente estudada, ainda não 

esta bem esclarecido o mecanismo pelo qual o metal causa a toxicidade no SNC e 

sistema imunológico. Estudos sobre os efeitos crônicos do CdCl2 relacionando a 

atividade das enzimas colinesterases, mieloperoxidase (MPO), ectonucleotidases, 

Na+, K+-ATPase e δ-ALA-D com a bioacumulação de Cd em diferentes estruturas 

encefálicas e com parâmetros do estresse oxidativo, comportamentais e de memória 

ainda não foram completamente registrados na literatura. Além disso, não é relatado 

o uso do flavonoide quercetina no tratamento deste tipo de intoxicação, interligando 

os parâmetros acima citados. Assim, estes dados podem nos fornecer uma melhor 

compreensão dos mecanismos pelos quais o Cd pode causar toxicidade ao SNC e 

SNP em animais experimentais. Adicionalmente, sabe-se que a utilização de 

compostos antioxidantes, como a quercetina, torna-se cada vez mais popular no 

tratamento de transtornos relacionados ao dano oxidativo, sendo, desta forma, 

considerados agentes terapêuticos promissores. 
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Desta maneira, este é o primeiro trabalho no qual investigou-se os efeitos da 

exposição crônica do CdCl2 sobre o perfil oxidativo, a atividade das enzimas AChE, 

Na+, K+-ATPase e δ-ALA-D no encéfalo de ratos, bem como o envolvimento da 

atividade destas enzimas com parâmetros comportamentais. Além disso, investigou-

se, neste estudo, a atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico nos 

linfócitos, a atividade da BuChE no soro e da MPO no plasma de animais expostos 

ao CdCl2. Foi analisado, ainda, o possível efeito protetor da quercetina, composto 

com ação antioxidante, antiinflamatória e neuroprotetora, através da análise dos 

mesmos parâmetros citados acima em animais submetidos a exposição do CdCl2 e 

tratados com a quercetina em diferentes doses. 

Dentre os resultados obtidos no presente trabalho destaca-se, primeiramente, 

que, de fato, o Cd é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, pois, embora 

a quantidade de Cd acumulada nas diferentes estruturas encefálicas estudadas 

(córtex cerebral, cerebelo, estriado, hipocampo e hipotálamo) tenha sido baixa, ela 

ainda foi significativamente maior que o controle e suficiente para causar possíveis 

danos cerebrais. Contudo, o tratamento concomitante da quercetina nos animais 

expostos ao Cd foi ineficiente em diminuir estes níveis, sugerindo que os prejuízos 

ocasionados pelo Cd, e que foram revertidos ou amenizados pela quercetina, 

tenham sido, provavelmente, devido à sua atividade antioxidante e não à sua 

atividade como quelante, uma vez que essa molécula não removeu o Cd dos 

tecidos. 

Tendo em vista os prejuízos das funções cognitivas observadas em animais 

experimentais expostos ao Cd, foi investigado o efeito da exposição ao metal, bem 

como do tratamento com a quercetina em diferentes doses sobre a aprendizagem e 

memória, através da tarefa de esquiva inibitória, e o comportamento do tipo 

ansiogênico, através da tarefa do labirinto em cruz elevada. Além disso, para 

identificar possíveis alterações que possam influenciar no desempenho dos testes 

comportamentais, foi realizado o teste do campo aberto, que avalia a capacidade 

motora e exploratória do animal, e o teste de sensibilidade ao choque. 

Observou-se um decréscimo na latência dos ratos expostos ao Cd quando 

submetidos a essa tarefa, sugerindo prejuízos na aprendizagem e memória. Estes 

dados estão de acordo com um recente estudo realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa onde animais expostos ao CdCl2 (1, 5 ou 25 mg/kg) e a tubérculos de 
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batata contendo Cd, também apresentaram alteração na aprendizagem e memória 

(GONÇALVES et al., 2012). Contudo, é importante salientar que, quando os animais 

expostos ao Cd foram submetidos ao tratamento concomitante com a quercetina, a 

latência de descida da plataforma do teste de esquiva inibitória foi similar àquela 

encontrada em ratos controles. Estes dados sugerem que o tratamento com a 

quercetina foi capaz de prevenir o déficit de aprendizagem e memória nos animais 

expostos ao metal. Os resultados do presente estudo corroboram com recentes 

pesquisas realizadas pelo nosso grupo de pesquisa onde o tratamento com 

compostos naturais, como a N-acetilcisteína e a quercetina, previnem a 

neurotoxicidade causada pela a exposição ao Cd, sugerindo o papel antioxidante 

dos compostos (GONÇALVES et al., 2010; ABDALLA et al., 2013). 

É importante ressaltar que, após o teste de esquiva inibitória, os ratos foram 

submetidos ao teste do campo aberto e de sensibilidade ao choque. No teste do 

campo aberto, observou-se que os ratos expostos ao Cd e os tratados somente com 

a quercetina não apresentaram alterações no número de cruzamento ou levantada. 

Além disso, no teste de sensibilidade ao choque, os ratos expostos ao Cd não 

apresentaram sensibilidade nas patas quando avaliado os limiares de recuar e saltar 

da plataforma. Assim, estes resultados excluem a possibilidade que a atividade 

locomotora ou da sensibilidade do animal possam ter influenciado nos testes de 

aprendizagem e memória. 

Em relação ao comportamento do tipo ansiogênico, avaliado pelo teste do 

labirinto em cruz elevada, observou-se que os ratos expostos ao Cd apresentaram 

um comportamento do tipo ansiogênico. Interessantemente, a quercetina apresentou 

propriedades ansiolíticas sobre o efeito do Cd. De fato, vários estudos relataram as 

propriedades ansiogênicas do Cd; Gonçalves et al., (2012b) observaram que ratos 

expostos a 25 mg/kg de Cd apresentaram um aumento na ansiedade e diminuição 

da memória, sugerindo o envolvimento do sistema colinérgico e da enzima Na+, K+-

ATPase, visto que esses animais apresentaram uma atividade aumentada da AChE 

e diminuição na atividade Na+, K+-ATPase em diferentes estruturas encefálicas. 

Leret et al. (2003) também observaram um comportamento do tipo ansiogênico em 

ratos co-expostos ao Cd (10 mg/L) e ao Pb (300 mg/L), sugerindo que este efeito 

poderia estar relacionada aos neurônios serotonérgicos e dopaminérgicos, uma vez 

que foi detectado um aumento nos níveis de serotonina e dopamina no hipocampo 
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desses animais. Por outro lado, Minetti e Reale (2005) demonstraram que fetos 

expostos pré-natalmente a 0,6 mg/kg de Cd apresentaram menor ansiedade. É 

importante ressaltar que a dose de Cd utilizada por Minetti e Reale (2005) é menor 

se comparada à dose utilizada no presente trabalho. 

Um importante resultado observado no presente estudo foi o efeito ansiolítico 

da quercetina nos ratos expostos ao Cd. Vários estudos têm relatado as 

propriedades ansiolíticas deste flavonoide em outros modelos experimentais 

(KUMAR e GOYAL, 2008; BHUTADA et al., 2010; VISSIENNON et al., 2012). 

Outrossim, diferentes mecanismos são sugeridos para explicar os efeitos ansiolíticos 

da quercetina, como a modulação dos sistemas gabaérgicos e serotonérgicos, 

neurotransmossores envolvidos com a ansiedade e depressão (FRUSSA-FILHO, et 

al., 1999). 

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, sugere-se que as 

alterações na ansiedade e memória observada nos animais expostos ao Cd e 

tratados com a quercetina possa estar associada a possíveis alterações no sistema 

colinérgico, assim como com a atividade da enzima Na+, K+-ATPase, visto que o 

neurotransmissor ACh tem um papel importante em muitas funções no SNC 

(SCARR, 2011), atuando, principalmente, nos processos de aprendizagem e 

memória, além do controle locomotor e do fluxo sanguíneo cerebral (KIEHN, 2006; 

DEIANA et al., 2011; HAVEKES et al., 2011; HUT e VAN DER ZEE, 2011; 

KLINKENBERG et al., 2011). É importante ressaltar, também, que a enzima Na+, K+-

ATPase desempenha um papel importante na neurotransmissão sináptica através da 

manutenção do gradiente eletrolítico de íons de Na+e K+ e do volume de pH celular 

(LINGREL, 1992; LINGREL et al., 1994a; LINGREL et al., 1994b). 

Como forma de comprovar o possível envolvimento do sistema colinérgico 

com as alterações observadas no comportamento de animais expostos ao Cd, no 

presente estudo, avaliou-se a atividade da enzima AChE em diferentes estruturas 

encefálicas (córtex cerebral, hipocampo, hipotalamo, cerebelo e estriado), uma vez 

que a enzima AChE hidrolisa o neurotransmissor ACh em muitos tecidos, modulando 

a concentração do mesmo  na sinapse colinérgica (APPLEYARD, 1994).  Observou-

se que a exposição ao Cd reduziu a atividade da enzima AChE no córtex cerebral e 

no hipocampo. Em compensação, uma ativação da enzima foi observada no 

hipotálamo dos animais expostos ao Cd. Sugere-se que uma inibição da atividade 
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da AChE, causado pela exposição ao metal, pode levar a uma diminuição na 

hidrólise da ACh na sinapse neuronal e, consequentemente, um aumento do 

neurotransmissor na fenda sináptica, podendo causar uma superestimulação dos 

receptores colinérgicos e possíveis efeitos tóxicos. Por outro lado, a ativação da 

AChE poderia levar a um aumento na degradação do neurotransmissor ACh e, 

consequentemente, causar uma redução no estimulo dos receptores deste 

neurotransmissor, causando efeitos indesejáveis sobre a neurotransmissão 

colinérgica e um declínio cognitivo. 

É importante observar que, em outro estudo realizado pelo nosso grupo de 

pesquisa, uma ativação da AChE foi observada no sinaptossoma do córtex cerebral 

de ratos expostos à mesma dose de Cd e com o mesmo tempo de exposição 

(ABDALLA et al., 2013). Acredita-se que estas diferenças de resultados encontrados 

para a atividade da AChE, no homogeneizado do córtex em sinaptossomas da 

mesma estrutura, possam ser explicadas devido às diversas formas moleculares  da 

enzima AChE no organismo, a forma globular e a assimétrica, já que a forma 

globular apresenta-se solúveis ou ancoradas à membrana, enquanto que as formas 

assimétricas estão incluídas na matriz extracelular (ALDUNATE et al., 2004).  

Em contraste como resultados encontrados, Gonçalves et al. (2010) mostram 

uma diminuição na atividade da AChE no hipocampo, cerebelo e hipotálamo, 

enquanto que nenhuma alteração na atividade da enzima foi observada no 

sinaptossomas de córtex cerebral e estriado de ratos expostos ao Cd (2 mg/kg). 

Neste caso, é importante salientar que a dose do Cd e período experimental de 

exposição a este metal utilizado por Gonçalves et al. (2010) foi menor do que o 

utilizado no presente estudo. Além disso, é importante ressaltar que os resultados 

descritos na literatura relacionados aos efeitos do Cd na atividade da AChE são 

controversos (CARAGEORGIOU et al., 2004; LUCHESE et al., 2007). Alguns 

estudos mostraram que o Cd pode influenciar a atividade de AChE de uma maneira 

diferente dependendo do período da administração do metal (FASITSAS et al., 1991; 

CARAGEORGIOU et al., 2004; CARAGEORGIOU et al., 2005). Tendo em vista 

estes resultados encontrados na literatura, em relação à atividade da AChE, é 

plausível sugerir que a alteração na atividade dessa enzima pode depender da via 

de administração, forma química, e, ainda, duração e dose de exposição do Cd. 
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Em relação à atividade da Na+, K+-ATPase verificou-se uma diminuição na 

atividade da enzima no córtex cerebral, hipocampo e hipotálamo de ratos expostos 

ao Cd. Acredita-se que essa inibição causada pela exposição ao Cd seja devido à 

competição do metal com locais de ATP e Na+ na estrutura da enzima, à 

interferência do estado de fosforilação da enzima, ou a mudanças nos grupos tióis 

dessa molécula (RAJANNA et al., 1983; CHETTY et al., 1992; ANTONIO et al., 2002; 

BORGES et al., 2005). Além disso, sabe-se que a exposição ao Cd pode aumentar a 

produção de radicais livres, os quais podem reagir com os lipídios de membrana, e 

causar desestruturação da bicamada lipídica com consequente alteração na 

atividade de enzimas de membrana como a AChE e a Na+, K+-ATPase (KAKO et al., 

1988; MATTÉ et al., 2006). Uma vez que a Na+, K+-ATPase desempenha uma 

função crucial na comunicação dos sinais extracelulares com o meio intracelular nos 

tecidos neuronais, e que a sua inibição prejudica os processos de aprendizado e 

memória, supõem-se que a alteração na atividade das enzimas AChE e Na+, K+-

ATPase em algumas estruturas encefálicas poderia estar envolvida com o prejuízo 

cognitivo observado em animais expostos ao Cd no presente estudo (ANTONIO et 

al., 2002; SATO et al., 2004; ZHAN et al., 2004). 

Interessantemente, a quercetina foi capaz de prevenir os efeitos indesejáveis 

causados pela exposição ao Cd. O tratamento com a quercetina, concomitante a 

exposição ao metal, impediu alterações na atividade das enzimas AChE e Na+, K+ - 

ATPase em diferentes estruturas encefálicas. Desta maneira, considerando o 

potencial antioxidante da quercetina, é plausivel sugerir que o tratamento com este 

flavonoide preveniu o estresse oxidativo induzido pela exposição ao Cd, como 

observado, neste trabalho, pela prevenção no aumento da lipoperoxidação. 

Consequentemente, o tratamento com a quercetina modulou os níveis de ACh no 

SNC melhorando a neurotransmissão colinérgica e a cognição. O tratamento com a 

quercetina também preveniu modificações do estado conformacional da Na+, K+-

ATPase, mantendo, desta forma, o potencial de repouso na membrana neuronal. 

Outro aspecto importante a ser observado neste estudo, é a diminuição na 

atividade da δ-ALA-D no encéfalo de animais expostos ao Cd.  A δ-ALA-D é uma 

metaloenzima que requer Zn2+para atingir a sua atividade catalítica máxima. 

Portanto, um dos mecanismos sugeridos para a inibição da enzima pela exposição 

ao Cd é o deslocamento do íon Zn2+ causado pelo aumento do metal no encéfalo 
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(RODRIGUES et al., 1996; GALAN et al., 2001). Esta inibição na atividade δ-ALA-D 

pode prejudicar a via biossintética do heme (SASSA, 1982) e conduzir a um acúmulo 

do seu substrato, o ALA, que pode ser auto-oxidado e levar a um aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) no SNC (EMANUELLI et al., 

1996). 

A utilização de compostos com propiedades quelantes ou antioxidantes tem 

sido amplamente proposta como uma terapia alternativa no tratamento da 

intoxicação ao Cd (LUCHESE etal., 2007; GONÇALVES et al., 2012b; ABDALLA et 

al., 2013), uma vez que compostos com estas propiedades atuam através do 

aumento da excreção de elementos tóxicos, impedindo a ligação a células alvo e, 

consequentemente, reduzindo a toxicidade ao organismo (SANTOS et al., 2005). 

Ressalta-se que estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa relatam a 

capacidade dos compostos naturais, tais como quercetina e N-acetilcisteína, em 

prevenir danos causados pela exposição ao Cd no SNC de animais (GONÇALVES 

et al., 2010; ABDALLA et al., 2013). Neste trabalho, entretanto, o tratamento com o 

flavonoide quercetina não foi capaz de prevenir a inibição da atividade da enzima δ-

ALA-D. Sugere-se, assim, que os prejuízos ocasionados pela exposição ao Cd e que 

foram revertidos ou amenizados pela quercetina tenham sido devido a sua atividade 

antioxidante. 

Tendo em vista a propriedade pró-oxidante do Cd, e na tentativa de melhor 

compreender os efeitos indesejáveis causados pela exposição ao metal, como as 

alterações comportamentais e enzimáticas observadas no presente estudo, 

investigou-se, também, os efeitos da exposição ao Cd em diferentes parâmetros do 

estresse oxidativo. Supõem-se que estes dados poderiam esclarecer melhor o 

mecanismo possível pelo qual a quercetina exerce seus efeitos neuroprotetores 

neste modelo experimental. 

O presente trabalho confirmou que, de fato, houve um aumento na produção 

de EROs nos animais expostos ao Cd, e, junto com este aumento na produção de 

EROs, observou-se, também, um aumento na lipoperoxidação, na oxidação de 

proteínas e nos níveis de DNA dupla fita, no córtex cerebral, hipocampo e 

hipotálamo dos animais expostos ao Cd. Estes resultados sugerem que a diminuição 

na atividade da enzima δ-ALA-D em ratos expostos Cd possa estar intimamente 

associada com o aumento na produção de EROs, devido ao acúmulo do seu 
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substrato, ALA. Consequentemente, este aumento na produção de EROs induziu a 

um estresse oxidativo, levando ao dano em lipídeos e proteínas, fato este que pode 

induzir à alterações nas funções das membranas, causando a apoptose celular, bem 

como necrose, de vários tecidos, incluindo o encéfalo (MENDEZ-ARMENTA et al., 

2003; EL-DEMERDASH et al., 2004; KRISHNAKUMAR et al., 2012). Além disso, é 

importante notar que as enzimas AChE e  Na+, K+-ATPase são importantes proteínas 

presentes nas membranas biológicas e, desta maneira, o aumento na 

lipoperoxidação e na oxidação de proteínas pode ser um fator decisivo na 

modificação do estado conformacional dessas moléculas (DESCARRIES et al., 

1997). Estes resultados nos permitem inferir que o estresse oxidativo pode explicar 

as mudanças enzimáticas observadas neste estudo, as quais, consequentemente, 

podem causar uma diminuição da memória e um aumento no comportamento do tipo 

ansiogênico observado nos animais expostos ao Cd. 

Além do aumento na lipoperoxidação e do dano às proteínas, observou-se um 

aumento nos níveis de DNA dupla fita em diferentes estruturas encefálicas dos 

animais expostos ao metal. O Cd pode causar um aumento no dano ao DNA 

indiretamente devido à interação das EROs produzidas pela exposição ao metal ou, 

ainda, devido à capacidade de diminução do reparo do DNA (WATJEN e 

BEYERSMANN, 2004; VALVERDE et al., 2001). Outro importante resultado 

verificado é a relação dos danos oxidativos, observados nos animais expostos ao 

Cd, com o sistema antioxidante enzimático e não enzimático, como a atividade da 

glutationa redutase (GR), os níveis dos tióis totais (T-SH) de glutationa reduzida 

(GSH) e a atividade da glutationa S-transferase (GST). Paralelamente ao aumento 

na produção de EROs, da lipoperoxidação, oxidação de proteínas e os níveis DNA 

dupla fita no córtex cerebral, hipocampo e hipotálamo dos animais expostos Cd, 

também houve alterações no sistema antioxidante destes tecidos, incluindo uma 

diminuição na atividade da enzima GR e nos níveis de T-SH e GSH, bem como um 

aumento na atividade da enzima GST. 

A GSH é um antioxidante de proteção central e é considerada a primeira linha 

de defesa contra a geração de EROs e o dano oxidativo no tecido cerebral. Faz 

parte de um sistema de defesa antioxidante não enzimático, podendo eliminar, 

diretamente, os radicais livres ou, ainda, agir como um substrato para a glutationa 

peroxidase e GST na eliminação do peróxido de hidrogênio (LU, 2013). Assim, 
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propõe-se que a depleção nos níveis de GSH, de T-SH e a diminuição na atividade 

da enzima GR observadas nos animais expostos ao Cd possam ser um efeito 

compensatório devido a maior demanda do sistema de defesa, a fim de eliminar as 

EROs e produtos da lipoperoxidação e oxidação das proteínas. Além disso, a 

diminuição da GR pode ser causada diretamente pelo Cd, que pode ligar-se a 

grupos -SH de enzimas, causar modificações nas cadeias de aminoácidos, através 

da oxidação dos mesmos, e, assim, alterar a estrutura enzimática, levando a uma  

diminuição da atividade ou inativando a enzima GR. Em contrapartida, verificou-se 

um aumento na atividade de GST em animais expostos ao metal. Sobre este ponto, 

sugere-se que, sob condições de estresse oxidativo, como na exposição ao Cd, a 

produção excessiva de ERO induz a um aumento na atividade da GST, uma vez que 

esta enzima tem por finalidade metabolizar os produtos tóxicos da peroxidação 

lipídica, da oxidação de proteínas, e dos danos ao DNA dentre outras moléculas 

(TOYAMA etal., 2011).  

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, em relação aos 

parâmetros do estresse oxidativo, avalia-se que o mecanismo de toxicidade do Cd 

no encéfalo pode estar relacionado com a diferença na vulnerabibidade das 

estruturas encefálicas ao dano oxidativo, uma vez que, embora ambas as estruturas 

encefálicas tenham apresentado um aumento significativo nos níveis de Cd, nos 

animais expostos ao metal, não foi observado alterações nos parâmetros do 

estresse oxidativo no cerebelo e estriado nesses animais. Observou-se alterações 

relacionadas ao estresse oxidativo e na atividade de enzimas AChE, Na+-ATPase 

somente no córtex, hipocampo e hipotálamo de animais expostos ao metal.  

Os benefícios dos flavonóides no SNC estão bem definidos na literatura e 

acredita-se que o efeito neuroprotetor ocorra, principalmente, devido às 

propriedades antioxidantes destes compostos (FIORANI et al., 2001; GONÇALVES 

et al., 2010; ABDALLA et al., 2013). Ressalta-se, ainda, que vários estudos já 

relataram a presença da quercetina no encéfalo de ratos suplementados com a 

mesma, demonstrando a capacidade deste composto em atravessar a BHE para 

exercer seus efeitos neuroprotetores (YOUDIN et al., 2004). Interessantemente, 

notou-se, no presente estudo, que a co-administração da quercetina nos animais 

expostos ao Cd foi capaz de impedir totalmente ou parcialmente os efeitos 

indesejáveis causados pela exposição ao metal. Os efeitos benéficos da quercetina 
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podem ocorrer devido as propriedades antioxidantes e pela sua propriedade 

quelante (EZZATI NAZHADDOLATABADI et al., 2014). Assim, a quercetina pode 

diminuir a produção de EROs, a lipoperoxidação, a carbonilação de proteínas e os 

danos ao DNA, aumentando as defesas antioxidantes do organismo e prevenindo a 

alteração na atividade ou na conformação de importantes enzimas. Corroborando 

com estes resultados, vários trabalhos relataram que a quercetina diminuiu a 

lipoperoxidação e aumentou a atividade das enzimas SOD e CAT, diminuindo o 

esgotamento da glutationa e atenuando os danos neuronais, como a morte dos 

neurônios do hipocampo, resultando, consequentemente, na melhora da 

aprendizagem e da memória dos animais (PU et al., 2007; KRISHNAKUMAR et al., 

2012; FIORANI etal., 2001). Essas observações reforçam o potencial antioxidante da 

quercetina no encéfalo e nos permitem sugerir que o possível mecanismo para os 

efeitos neuroprotetores deste flavonoide em animais expostos ao Cd é através da 

modulação do sistema antioxidante, prevenindo os danos causados pelo estresse 

oxidativo. Portanto, acredita-se que a quercetina, administrada por via oral, é um 

forte coadjuvante no tratamento de possível envenenamento por metais como o Cd. 

Para obter-se uma melhor compreensão dos efeitos do CdCl2 e da quercetina 

sobre o sistema periférico, decidiu-se avaliar os efeitos do CdCl2 sobre a atividade 

da enzima AChE em linfócitos, bem como sobre a atividade da BuChE em soro e a 

MPO no plasma. Verificou-se, também, os efeitos do CdCl2 e da quercetina sobre a 

atividade da enzima NTPDase e ADA de linfócitos e o efeito in vitro da quercetina 

nos parâmetros acima mencionados. 

Em relação à atividade da enzima NTPDase e da ADA em linfócitos de 

animais expostos ao Cd, notou-se um aumento na atividade das enzimas quando 

comparado com o grupo controle. A partir desse resultado, pode-se inferir que o 

aumento na atividade da NTPDase seja um efeito compensatório devido ao provável 

aumento dos níveis de ATP na circulação, para que ocorra uma maior ativação dos 

linfócitos com a consequente liberação de mediadores inflamatórios (JUNGER, 

2011; KANTHI et al., 2014). Apesar dos níveis aumentados de ATP, que estão sendo 

liberados no meio extracelular, a adenosina, que esta sendo formada e que poderia 

estar exercendo suas ações anti-inflamatórias, está sendo hidrolisada e inativada 

pelo aumento na atividade da enzima ADA (SCHENK et al., 2008; JUNGER, 2011). 

É pertinente citar, também, que a quercetina foi capaz de prevenir os efeitos 
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negativos causados pelo Cd na atividade de enzimas do sistema purinérgico. Desta 

maneira, tendo em vista que as propriedades anti-inflamatórias da quercetina já 

estão bem estabelecidas na literatura, sugere-se que o tratamento concomitante da 

quercetina em animais expostos ao Cd pode levar à uma redução nos processos 

inflamatórios causados pela exposição ao metal, e, consequentemente, resultar na 

inibição da atividade enzimática e nos níveis de ATP e adenosina no meio 

extracelular. 

Em relação à atividade da AChE em linfócitos e BuChE no soro dos animais 

expostos ao Cd, observou-se um aumento na atividade em ambas enzimas. Estes 

resultados nos permitem sugerir que níveis diminuídos de ACh estão disponíveis na 

circulação devido ao aumento na atividade das colinesterases periféricas. Portanto, 

uma vez que a ACh é uma molécula com ações anti-inflamatórias (DAS, 2007), uma 

diminuição na sua concentração pode evidenciar o possível quadro inflamatório 

causado pela exposição ao metal. Diferentes resultados foram encontrados em 

recentes trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, onde verificou-se uma 

diminuição na atividade da BuChE no soro e da AChE em sangue total e linfócitos de 

animais expostos a 2mg/kg de CdCl2 (GONÇALVES et al., 2012). Sendo assim, 

acredita-se que uma alteração na atividade dessa enzima poderia ser notada em 

outras circunstâncias de intoxicação por Cd, o que irá depender da via de 

administração, forma química, e, ainda, duração e dose de exposição de Cd no 

modelo estudado. 

É importante notar que o tratamento com quercetina preveniu o aumento na 

atividade das enzimas AChE e BuChE causado por exposição de Cd. O provável 

mecanismo de inibição da AChE e BuChE é através da interação enzima –  

composto, uma vez que a quercetina pode se ligar a resíduos de aninoácidos além 

de realizar interações hidrofóbicas com ambas enzimas (LOIZZO et al., 2008). Deste 

modo, estes resultados nos permitem inferir que, através de uma modulação 

enzimatica na atividade de enzimas do sistema colinérgico, a quercetina diminui a 

degradação da ACh, mantendo níveis normais desta molécula com potente ação 

anti-inflamatória no meio extracelular.  

Para confirmar a presença de uma condição inflamatória em animais 

expostos ao Cd, bem como o possível potencial anti-inflamatório da quercetina 

nestas condições, a atividade da enzima MPO, que é um marcador inflamatório 
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clássico, liberado a partir de leucócitos ativados, foi avaliada. Os resultados 

encontrados neste estudo mostraram um aumento na atividade da MPO em animais 

expostos ao Cd, confirmando a presença de um processo inflamatório causado pela 

exposição ao metal. Por outro lado, o tratamento com a quercetina impediu o 

aumento na atividade da MPO causado pela exposição ao Cd, fato que ocorre, 

provavelmente, pela diminuição do processo inflamatório. 

É importante salientar que foi visualizado uma correlação negativa entre a 

atividade das enzimas estudadas, NTPDase, ADA, AChE, BuChE ou MPO, e as 

diferentes concentrações de quercetina (5, 25 ou 50 mg/kg) co-administradas com o 

Cd. Destaca-se que o efeito da quercetina no sistema periférico sobre a atividade 

destas enzimas é dose dependente. 

Analisou-se, também, o efeito da quercetina in vitro sobre a atividade da 

NTPDase, ADA, AChE, BuChE e MPO. Os resultados demonstraram que não houve 

alteração significativa na atividade da enzima NTPDase utilizando ATP ou ADP como 

substrato em linfócitos periférico. Todavia, uma diminuição na atividade da ADA em 

linfócitos periféricos foi observada. Estes resultados corroboram com Melzig (1996), 

que relatou a capacidade de flavonoides, dentre eles a quercetina, em inibir a 

atividade da enzima ADA. Assim, sugere-se que a quercetina in vitro, per se pode 

promover um aumento da molécula de adenosina no meio extracelular, exercendo 

uma importante ação anti-inflamatória, bem como imunossupressora, através da 

inibição da proliferação de células T e secreção de citocinas (LINDEN, 2006; 

DEAGLIO et al., 2007). 

Contudo, este estudo permitiu desvendar, em parte, os mecanismos 

relacionados aos processos de toxicidade do Cd no SNC e SNP. Observou-se que, 

apesar das controvérsias em relação aos mecanismos propostos pelos quais o Cd 

poderia causar alterações na atividade de importantes enzimas para a 

neurotransmissão e para parâmetros comportamentais, é evidente que a exposição 

ao metal é prejudicial para as funções cerebrais e, consequentemente, para o 

comportamento animal, em aspectos relacionados à memória e ansiedade. Os 

dados do presente trabalho sugerem que os danos ao comportamento exibidos 

pelos animais intoxicados pelo Cd podem estar intimamente associados ao estresse 

oxidativo e à alteração na enzima α-ALA-D, que induz alterações nas atividades das 

enzimas AChE e Na+, K+-ATPase em diferentes estruturas encefálicas. Além disso, 
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verificou-se que o Cd afeta sistematicamente o organismo dos animais, alterando a 

atividade das enzimas NTPDase, AChE, BuChE e MPO de diferentes tipos celulares. 

É importante ressaltar a importância dos achados relacionados à capacidade 

antioxidante e anti-inflamatória da quercetina em prevenir vários efeitos danosos 

causados pelo Cd, sugerindo que este composto possa ser considerado, após 

estudos adicionais, um importante aliado em terapias contra a intoxicação por esse 

metal.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 A exposição ao Cd levou a um aumento no comportamento de ansiedade e déficit 

de aprendizagem e memória dos ratos, o que, provavelmente, resulta de uma 

concentração aumentada do Cd no encéfalo, e de alterações na atividade das 

enzimas AChE e Na+,K+-ATPase em diferentes estruturas cerebrais devido à 

exposição a esse metal. O co-tratamento com a quercetina não foi capaz de 

reduzir os níveis de Cd nas diferentes estruturas encefálicas mas previniu os 

efeitos indesejáveis causados pela exposição ao Cd na memória e no 

comportamento do tipo ansiogênico. 

 

 O Cd foi capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e acumular-se em 

diferentes estruturas encefálicas, como o córtex cerebral, cerebelo, estriado, 

hipocampo e hipotálamo. A quercetina foi ineficiente em diminuir os níveis de Cd 

nas diferentes estruturas, sugerindo que os prejuízos ocasionados pelo Cd, e que 

foram revertidos ou amenizados pela quercetina, tenham sido, provavelmente, 

devido à sua atividade antioxidante e não à sua atividade como quelante, uma vez 

que a quercetina não foi capaz de mudar as concentrações de Cd encontradas no 

encéfalo. 

 

 A redução na atividade da AChE poderia levar à mudança na concentração do 

neurotransmissor na fenda sináptica e, consequentemente, causar efeitos 

indesejáveis na neurotransmissão. Sugere-se que a alteração na atividade da 

Na+,K+-ATPase encefálicas poderia estar envolvida com o prejuízo cognitivo 

observado em animais expostos ao Cd. A desestruturação da bicamada lipídica 

ou o aumento da oxidação de proteínas, causadas pelo aumento na produção de 

EROs em animais expostos ao Cd, pode ser um dos prováveis mecanismos pelo 

qual o Cd induz alterações na atividade dessas enzimas de membrana.  

 

 Verificou-se uma diminuição na atividade da δ-ALA-D no encéfalo de animais 

expostos ao Cd. A inibição desta enzima pode prejudicar a síntese do heme, além 

de acumular o substrato da mesma, o ALA, que pode aumentar a produção de 

EROs através da sua oxidação.  
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 A exposição ao Cd causou um aumento na produção das EROs nos ratos devido, 

provavelmente, às propriedades pro-oxidantes do metal, bem como pelo acúmulo 

do substrato da enzima δ-ALA-D. O desequilíbrio entre a produção de EROs e o 

sistema antioxidante levou ao desenvolvimento do estresse oxidativo, que 

induziu, consequentemente, um aumento de danos nos lipídeos, proteínas e 

DNA.  

 

 Apesar do co-tratamento com a quercetina em animais expostos ao Cd não 

prevenir as alterações na atividade da enzima α-ALA-D, verificou-se que o 

flavonoide, em ambas as doses utilizadas no estudo, foi eficaz em diminuir a 

produção de EROs, bem como reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo 

nos animais expostos ao Cd. Consequentemente, com a diminuição da 

lipoperoxidação e a oxidação de proteínas, a quercetina preveniu alterações em 

importantes enzimas presentes na membrana biológica, como a AChE e Na+,K+-

ATPase. Portanto, pode-se sugerir que o tratamento com a quercetina modulou a 

concentração do neurotransmissor ACh na fenda sináptica, e manteve o potencial 

de repouso na membrana neuronal, prevenindo o deficit de aprendizagem e 

memória, além de diminuir efeito ansiogênico da exposição ao metal. 

 

 O tratamento com a quercetina modulou a atividade das enzimas do sistema 

purinérgico devido às propriedades anti-inflamatórias, sugerindo que, tratamento 

concomitante da quercetina em animais expostos ao Cd, leva a uma redução nos 

processos inflamatórios causados pela exposição ao metal, e, consequentemente, 

resulta na modulação na atividade enzimática, bem como nos níveis de ATP e 

adenosina no meio extra-celular. 

 

 O aumento na atividade da AChE nos linfócitos e BuChE no soro em ratos 

expostos ao Cd permite-nos inferir que níveis diminuídos de ACh estão 

disponíveis na circulação, evidenciando um possível quadro inflamatório causado 

pela exposição ao metal. Em adição, o aumento na atividade da MPO nestes 

animais confirma o processo inflamatório desenvolvido pela exposição ao Cd. Em 

ratos co-tratados com a quercetina, o flavonoide preveniu o aumento na atividade 
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dessas enzimas, provavelmente, através da diminuição do processo inflamatório 

ou pela interação entre a enzima e o composto. 

 

  A quercetina in vitro não alterou a atividade da NTPDase. Entretanto, a atividade 

da ADA apresentou-se diminuída em linfócitos periféricos, sugerindo uma 

capacidade da quercetina em aumentar, per se, os níveis de adenosina no meio 

extracelular. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

 

Este trabalho forneceu subsídios importantes para melhor esclarecer a 

relação entre as enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico na intoxicação com 

o Cd no SNC e SNP, bem como o papel protetor da quercetina nestas condições. 

Neste sentido, para melhor esclarecer o real mecanismo de toxicidade do Cd 

e da prevenção da quercetina sobre o sistema colinérgico e purinérgico aponta-se 

como foco de futuros trabalhos, o seguinte: 

 

1. Avaliar os efeitos do CdCl2 e da quercetina sobre a expressão gênica das 

enzimas já estudadas nessa tese com a finalidade de obter um maior 

esclarecimento sobre os mecanismos pelos quais esse metal atua sobre 

essas proteínas. 

 

2. Quantificar os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos de adenina bem como 

da ACh no SNC e sistema periférico de animais expostos ao CdCl2 e tratados 

com quercetina. 

 

3. Determinar o possível efeito protetor da quercetina em relação à intoxicação 

por CdCl2 através da verificação da concentração de Cd em diferentes tecidos 

como, no plasma, baço e timo em ratos expostos ao CdCl2 e tratados com 

quercetina. 

 

4. Avaliar o possível efeito protetor da quercetina em relação à intoxicação por 

CdCl2 através de dados hematológicos e também, da dosagem de 

interleucinas em ratos expostos ao CdCl2 e tratados com quercetina. 

 

5. Avaliar no sistema periférico os possíveis mecanismos moleculares 

envolvidos na modulação dos sistemas colinérgico e purinérgico de ratos 

expostos ao CdCl2 e tratados com quercetina. 
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