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RESUMO

A butirilcolinesterase e a acetilcolinesterase, BChE e AChE, sdo enzimas do grupo das colinesterases que
realizam hidrélise de diversos ésteres de colina. A BChE é uma enzima multifuncional distribuida por diversas
partes do corpo e que apresenta isoformas, sendo associada a outras substancias, como a albumina e, no caso da
banda Cs, a uma substancia ndo identificada. Muitos estudos sugerem sua ligacdo com diversas doengas do
metabolismo, do sistema cardiovascular e nervoso, sendo a maioria deles em humanos. O presente trabalho
visou observar a presenca da BChE em cées, para verificar sua atividade, isoformas e presenca do fendtipo Cs".
Para determinacéo das isoformas e da presenca do fendtipo Cs* foram utilizados géis de poliacralimida com dois
gradientes de concentracdo (5 e 7%) e &gar acido, respectivamente, e a leitura da atividade enzimatica foi feita
em duplicata em espectrofotémetro em comprimento de onda de 410 nm. O fendtipo Cs* foi encontrado em 99
(97,05%) de um total de 102 amostras, e a media das atividades enzimaticas foi de 2,27 KU/L. Visto que a
presenca da banda Cs* em humanos é de até 10% em euro-descedentes, conclui-se que em cées a prevaléncia é
muito maior, atingindo quase 100%. Ja a atividade enzimética encontra-se com uma variagdo menor do que a
encontrada em seres humanos, que ¢ de 4,62 KU/L. As formas moleculares foram comparadas entre os cées, ndo
sendo observada diferenga significativa entre as bandas.

DESCRITORES: butirilcolinesterase, atividade enzimatica, fendtipo Cs*, cies.

ABSTRACT

The butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase, BChE and AChE, respectively, are enzymes of the
cholinesterase group that perform hydrolysis of various choline esters. BChE is a multifunctional enzyme
distributed in various parts of the body and has several polymorphisms, being associated with other substances,
such as albumin, and, in the case of Cs band, one unidentified substance. Many studies suggest a connection with
several metabolic diseases, cardiovascular and nervous systems, most of the studies being in humans. This study
aims to observe the presence of BChE in dogs, to verity their activity, isoforms and the presence of the Cs*
phenotype. For the determination of the isoforms and the Cs" phenotype were used polycrylamide gel with 2
gradients of concentration 5 and 7% and acid agar, respectively, and the reading of enzyme activity was
performed in duplicate in a spectrophotometer in wave length of 410 nm. The Cs* phenotype was found in 99
(97, 05%) of 102 samples and the average of the enzymatic activity was 2, 27 KU/L. Considering that the
presence of Cs* in humans is up to 10% in Euro descendants, it can be concluded that in dogs the prevalence is
much higher, reaching almost 100% On the other hand the enzymatic activity, has with a smaller variation found
in humans that is + 4.62 KU / L. The molecular forms were compared between the groups of dogs and no
significant difference was seen between the bands.

KEYWORDS: butyrylcholinesterase, enzyme activity, phenotype Cs", dogs.
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INTRODUCAO

As colinesterases, acetilcolinesterase (AChE), e butirilcolinesterase (BChE), sdo
enzimas responsaveis por catalisar a hidrdlise de ésteres de colina, sendo a AChE eritrocitaria
e a BChE presente no soro, e sdo nomeadas com base em seu substrato e inibidores™*>*,
Ambas as colinesterases sdo inibidas por substancias como acetil, carbamil ou fosfato, que se
instalam no sitio catalitico da enzima blogueando sua funcéo de hidrdlise. Essas enzimas séo
consideradas marcadores de exposicao a pesticidas e organofosforados, visto que estes inibem
a sua atividade no sangue® >,

A butirilcolinesterase, antigamente denominada de pseudocolinesterase, é sintetizada
em diversos Orgaos e tecidos, dentre eles pulmao, coracdo, cérebro, tecido adiposo e,
principalmente, o figado. A BChE é responsavel por hidrolisar a butirilcolina, acetilcolina,
cocaina, heroina, 4cido acetilsalicilico, dentre outros®’. Essa enzima ndo possui uma funcéo
especifica determinada, porém, alguns estudos indicam que esteja relacionada ao metabolismo
de lipidios, sindromes metabélicas, IMC (indice de Massa Corporal), obesidade, doencas
como o Alzheimer e diabetes mellitus e na substituicdo da acetilcolinesterase quando ha falta
ou diminuicdo da mesma™ & % 10. 1112

A BChE é codificada pelo gene BCHE, que est4 localizado no brago longo do
cromossomo 3 (3726.1-9g26.2), no loco CHEL, antigamente denominado E1. No plasma
humano, a enzima apresenta diversas isoformas, sendo representadas por monémeros (C,),
associados a albumina (C;- alb), dimeros (C,), tetrameros (C,) e trimeros (C3), sendo que a C,4
é a mais abundante e as demais sdo encontradas em propor¢Ges menores e detectadas através
de gel de poliacrilamida. Uma quinta forma molecular é encontrada, estando relacionada ao
loco CHE2 (antiga E;) presente no cromossomo 2, e sugere a ligacdo da BChE a uma

substancia nio identificada, conhecida como Cs %1013141516.17

De acordo com Masson et al *°

a presenca da banda Cs € vista com maior frequéncia
(cerca de 10%) em populacGes euro-descendentes, sendo menos frequente em outras etnias. A
presenca da banda determina o fenétipo Cs' e a sua auséncia Cs". Observa-se aumento de 25%
da atividade da butirilcolinesterase quando esta banda esta presente™.

Os caes descendem da familia dos canideos (Canidae), de que lobos, raposas e chacais
também fazem parte. S&o animais que evoluiram de mamiferos da era pré-historica cerca de
50 milhGes de anos atras e acredita-se que seu ancestral mais recente seja os Canis lupus, o
lobo. Supde-se que sejam os primeiros animais a serem domesticados, criando lagos de

afetividade e lealdade com seus donos, através de uma comunicagéo social e comportamental
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e dividindo o mesmo ambiente, sendo popularmente considerado como “o melhor amigo do
homem”. Sua proximidade com o ser humano o fez objeto de estudos, sendo que Andics et al.
20 cita a vocalizacdo como uma semelhanca entre as espécies™ 2% 222,

Devido ao fato de a maioria dos estudos com a BChE serem realizados em amostras
humanas, este projeto buscou verificar a presenca dessa enzima em cées, visto que o estudo
em animais ndo possui muitos registros, e assim analisar se existe semelhan¢a com humanos e

contribuir para o entendimento da enzima.
METODOLOGIA

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob

parecer n° 783.

1.1. Coleta de Amostras
Foi coletado no Hospital Veterinario de Curitiba sangue de diferentes racas de cdes em

tubos com EDTA que foram submetidos a centrifugacdo para separacdo do plasma.

1.2. Atividade Enzimatica

A atividade enzimdtica foi mensurada em um espectrofotdmetro, onde foram
determinadas as absorbancias das amostras. Os protocolos utilizados foram os descritos por
Evans e Wroe” e Naik, Liu e Saxena®. Esse método é baseado na hidrélise da butiriltiocolina
pela BChE, produzindo butirato e tiocolina, a qual reage com o DTNB (acido 5,5’-bisditio-2-
nitrobenzoico), gerando 2-nitro-5-mercaptobenzoato de coloracdo amarela. Foram diluidos
5uL de plasma em 500uL de dgua destilada em um microtubo 1,5mL. Aplicou-se nos pocos
de uma placa 220uL de tampdo DTNB e 25uL da amostra diluida. Ap6s montagem da placa,
foi adicionado 5uL de butiriltiocolina e aferiu-se a atividade em duplicata, realizando ao final
uma média das mesmas, no comprimento de onda 410 nm por cerca de 1 minuto. Ap6s o
equipamento realizar as quatro leituras calcula-se a A/minuto (variagdo média de absorbancia por
minuto). Para a obtengdo da atividade (KU/L), A/minuto é multiplicado pelo fator 96,3.

Foi utilizado um grupo humano para realizacdo da comparagdo entre as atividades
enzimaticas de humanos e cées, sendo o grupo humano retirado do estudo de Mikami'®, onde
as amostras bem como suas atividades enzimaticas, foram escolhidas aleatoriamente e

submetidas ao teste Mann-Whitney (Wilcoxon Rank-Sum Test).
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1.3. Fenotipagem do loco CHE2 (C5%)

Foi feita a identificacdo da banda Cs nas amostras de plasma através da eletroforese
em gel de 4gar acido, conforme protocolo descrito em Alcantara et al.?>.

A solucdo de Bacto Agar foi preparada com 5 ml de tampao citrato, com pH de 6,2, 45
mL de 4gua e 0,5 gramas de Agar, ajustando o pH para cerca de 6,4. A solugio foi aquecida
até dissolugdo total do &gar, tornando-a translicida, sem nunca atingir fervura. Depois de
aquecida, a solucdo foi vertida sobre uma placa de vidro previamente montada, esperou-se sua
total polimerizacdo e deixou-se em repouso por cerca de 12h a 4°C. Apds esse periodo, 2L
de cada amostra (plasma) foram aplicados ao gel com ajuda de uma placa de cobre, com
locais estabelecidos com auxilio de um desenho em uma folha de papel. A placa foi
submetida a eletroforese com tampdo citrato de pH 6,7 durante quatro horas. A corrida
eletroforética foi realizada com voltagem de 135 V e 35mA.

Ap0s a corrida, despejou-se sobre a placa uma solucdo reveladora. Essa solucéo foi
preparada com 150mg de Fast Red TR, 2,7mL de a-naftil acetato e 60mL de tampé&o fosfato
pH 7,1. A placa foi incubada por cerca de 30 minutos a 37°C e, ap0s a revelacdo das bandas,
transferiu-se o gel para papel filtro, prensando-se entre duas placas e levando-se novamente a
estufa para sua total secagem. A ferramente VassarStats: Website for Statistical Computation
foi escolhida para a anélise estatistica, que através do teste foi possivel observar a presenca da
banda (frequéncia), considerando-se significativos valores de p menores que 5%.

1.4. Determinacdo das formas moleculares da BChE

11" As formas moleculares da BChE

O protocolo utilizado foi baseado em Boberg et a
foram observadas através de gel de poliacrilamida com dois gradientes de densidades
diferentes, sendo o de 5% o gel de alinhamento e o de 7% o gel de separacdo. Montaram-se as
placas de vidro previamente. O primeiro gel foi o de 7%, onde a soluc¢do foi feita com 7mL de
acrilamida, 23mL de TBE 1x, 25uL de TEMED e 250pL de PA 10% (persulfato de aménio).
Despejou-se a solugdo entre as placas e acrescentou-se butanol para alinhamento do gel.
Deixou-se polimerizar por cerca de 30 minutos e entdo retirou-se o butanol com agua
destilada. O segundo gel foi feito com 3,5mL de acrilamida, 16,5mL de TBE 1x, 25uL de
TEMED e 250uL de PA. Despejou-se essa solucdo até completar a placa e em seguida
inseriu-se o0 pente delicadamente. ApoOs polimerizacdo (30 minutos), retirou-se o0 pente
cuidadosamente e lavou-se 0s po¢os com &gua destilada. Apos lavagem, adicionou-se agua
destilada nos pogos para impedir o ressecamento, fechou-se com parafilme e deixou-se

durante 12h a 4°C.
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Apos repouso, separou-se micro tubos de 1,5 mL onde foi feita uma diluigdo de 9,8uL
de tampdo azul de bromofenol com 7pL de plasma e agitou-se para posterior aplicagdo no gel.
Aplicou-se 16puL nos pocos. Inseriu-se a placa do gel na cuba com TBE na parte de cima e de
baixo, retirando qualquer tipo de bolha, ligando os eletrodos e configurando a corrida para
100V, 20mA, durante oito horas, a 4°C.

Ap0s a corrida eletroforética, é realizada a coloragdo do gel com uma solucdo de
150mg de Fast Red RT, 2,1mL de a-naftil acetato e 60mL de tampé&o fosfato pH 7,1, ficando
cerca de 30 minutos na estufa a 35°C. Apds a coloracao, o gel € colocado entre duas folhas de
transparéncia e digitalizado.

A andlise dos géis de poliacrilamida foi realizada através do programa KODAK1D
Image Analysis Software e a diferenca significativa entre a prevaléncia das bandas entre os
grupos de caes pelo programa BioEstat 5.0. A analise foi feita pelo teste estatistico de
Kruskal-Wallis, que fez uma comparacdo entre a intensidade relativa das bandas entre os
portes (pequeno, médio e grande) e os SRD e somente com 0s portes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas amostras de cées das ragas pinscher, poodle, dachshund, doberman,
rottweiller, shih tzu, pastor belga, vizsla, pequinés, weimaraner, chow chow, pastor alemao,
pit bull, Ihasa apsu, labrador, schnauzer, yorkshire, bichon frise, golder retriver, basset, border
collie, mastim napolitano, maltés, beagle, shapei, cocker, Rottweiler e SRD (sem raca
definida). Do total de 102 amostras, 42 cdes eram machos e 60 fémeas. Pode-se observar a
partir dos resultados obtidos algumas diferencas entre a BChE humana e a de cées, ndo
ocorrendo nenhum critério de seletividade na escolha dos cées, incluindo género e idade,
sendo observado desde os que possuiam patologias ou até mesmo auséncia de alguma. Tecles
et al  citam que existe semelhanca entre a BChE de cies e humanos, fazendo desses animais
um bom modelo para estudar a enzima.

A atividade enzimatica foi medida e observou-se diferenca significativa (p menor que
5%) entre as espécies, visto que em cées a atividade enzimatica tem como média 2,27 KU/L e
em humanos é de 4,62 KU/L, segundo Mikami*®.

O quadro 1 mostra a distribuicdo das racas de cdes e quanto cada uma delas contribuiu
com a amostragem total, sendo possivel observar que os SRD, poodles e pinschers foram as
de maior prevaléncia, totalizando aproximadamente 44% da quantidade total analisada, e

algumas apenas contribuiram com uma amostra.
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QUADRO 1. Descrigdo dos animais analisados, nimero amostral e valores da atividade enzimatica encontrados.

RACAS N° DE ANIMAIS | ATIVIDADE ENZIMATICA (KU/L)
WEIMARANER 1 1,86
PASTOR ALEMAO 1 4,05
SCHNAUZER 1 3,14
BICHON FRISE 1 4,52
VIZSLA 1 2,13
PASTOR BELGA 1 1,68
DOBERMAN 1 1,73
BASSET 1 1,71
KUVASZ 1 1,63
POINTER 1 0,67
BORDER COLLIE 1 311
MASTIM NAPOLITANO 1 1,50
BEAGLE 1 2,92
SHARPEI 2 1,18
BOXER 2 1,72
YORKSHIRE 2 2,23
GOLDEN RETRIEVER 2 3,30
MALTES 2 1,74
PEQUINES 2 2,10
ROTTWEILER 2 1,38
COCKER 2 1,22
CHOW CHOW 3 2,53
BULL TERRIER 3 4,52
LABRADOR 3 2,38
LHASA APSU 4 3,05
SHIT TZU 4 2,30
PIT BULL 5 2,14
DACHSHUND 6 2,06
PINSCHER 9 2,17
POODLE 11 1,69
SRD 25 2,47
TOTAL 102 2,28

Os cdes apresentaram atividade enzimatica da BChE variando de 0,1 a 7,1 KU/L, com
uma media de 2,27 KU/L, sendo que o cdo com maior atividade enzimatica (7,1 KU/L) nédo

portava nenhuma patologia aparente.
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O quadro 2 € uma representacdo da separacdo das amostras conforme o porte, sendo
eles: pequeno, médio e grande e SRD. O quadro também mostra a quantidade de amostra

referente a cada grupo e as respectivas atividades enzimaticas.

QUADRO 2. Identificacdo dos portes e a média da atividade enzimatica de cada grupo

PORTES MEDIA DA ATIVIDADE ENZIMATICA
Pequeno (43 amostras) 2,18 KU/L
Médio (19 amostras) 2,43 KU/L
Grande (15 amostras) 2,07 KU/L
SRD (25 amostras) 2,43 KU/L

Cerca de 10% dos cées apresentaram algum tipo de neoplasia com a média de sua
atividade enzimatica sendo de 1,67 KU/L. Os cdes que apresentaram algum tipo de doenca
renal tiveram como média enzimatica 1,34 KU/L, e os que apresentaram algum problema
hepético tiveram média 1,99 KU/L. Os cdes que apresentaram alguma doen¢a comum canina
como cinomose, parvovirose, leptospirose, erliquiose, piometra e presenca de algum tipo de
parasita tiveram como média de atividade enzimatica 2,94 KU/L. Alguns cées (3)
apresentaram diabetes, sendo que a média enzimaética foi de 2,27 KU/L, ficando igual a média
encontrada no estudo.

Segundo Saccaro %

, alguns fatores aumentam a atividade da BChE em humanos,
dentre eles: diabetes, obesidade, aumento da pressdo arterial, doencgas renais e artrite, bem
como outros fatores que diminuem como: pancreatite, Ulceras intestinais, alguns tumores,
infarto e infeccdes. Os cdes que apresentaram algum tipo de cancer possuiam a média da
atividade enzimatica baixa quando se comparada a média normal como esperado, diferente
dos cdes que apresentaram algum tipo de doenca renal que apresentaram atividade baixa, que
ndo era esperado, visto que doencas renais aumentam a atividade da enzima. Cées que
apresentaram algum problema hepético (lugar onde ocorre a sintese da BChE) tiveram a
atividade enzimatica diminuida (média 1,99 KUJ/L), como era esperado. Os cdes que
apresentaram alguma doenga canina comum tiveram sua atividade aumentada e os que
possuiam diabetes ficaram na média, contrariando estudos que indicavam que infecgdes
diminuem e diabetes aumentam a atividade da enzima. Devido a este fato, acredita-se que
ocorra outra diferenca entre a BChE humana e canina, porém, mais estudos devem ser feitos

para se confirmar tal hipétese, visto que a amostragem ndo era consideravelmente grande e

10
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ndo se tem muitas informagdes sobre os cées, se estavam em tratamento da doencas ou em
qual estado chegaram ao Hospital Veterinario.
Na figura 1 é possivel observar uma comparacdo entre controles humanos e uma

amostra de cdo.

FIGURA 1. Interpretacdo e diferenciacdo de amostras positivas da negativa. Um rastro a partir da amostra (em
preto) é observado em 1, indicando uma amostra positiva para o fendtipo c¢s', enquanto em 2 nio é possivel
observar esse rastro. Em cées observou-se uma extensdo maior deste rastro, diferenciando muito do 1, porém,
ambos indicam positivo para a banda cs, Em 3 é possivel observar a amostra de cdo que indica positividade para
Cs.

A figura 2 mostra um gel de agar acido, onde pode ser observado que a grande maioria
das amostras dos cées (97%) apresenta a banda Cs A amostra ZCF002 mostra um exemplo de
fendtipo Cs’, visto que ndo é possivel observar o rastro da banda como nas demais amostras.
Outras trés amostras ndo apresentaram a presenca da banda Cs: ZCF40, ZCF056 e ZCF092,
sendo que todas apresentaram atividade enzimatica abaixo da média.

Em relag&o ao fendtipo Cs foi observada a maior diferenca entre humanos e cées, visto
que 97 % das amostras analisadas se mostraram positivas em relacdo a presenca da banda Cs,
incomum de ser observada em humanos, visto que apenas 10% da populacdo euro-
descendente apresenta este fendtipo. Ndo se pode observar diferenca de atividade enzimatica
quando comparou-se cdes que possuiam a banda Cs' e 0s que ndo possuiam, pois a atividade
dos cdes com auséncia variou aproximadamente entre 2,00 — 4,00 KU/L, ndo os diferenciando

dos demais, que possuem essa média.
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FIGURA 2. Gel de agar acido corado com fast red rt para determinacédo da presenca da banda cs, C.n. representa
o0 controle negativo, c.p. controle positivo e zcf002 a amostra sem presenca da banda cs.

Em relagdo as formas moleculares da BChE, foi possivel observar que 100% das
amostras apresentaram o tetramero (C,), sendo que esta forma é a mais abundante no soro.
Sugere-se que ela ndo se apresenta de forma pura no gel de poliacrilamida, sendo uma mistura
de vérias outras substancias, inclusive a banda Cs, como sugere Furtado®’, podendo entdo
levantar a hipotese de por que a maioria dos cdes possui fenétipo Cs* bem como a
possibilidade de apresentarem a substancia nao identificada que se liga a BChE em maior
abundancia do que os humanos. Acredita-se também que as demais formas moleculares sdo
formadas a partir da degradacdo do tetramero (que se apresenta como um arranjo de dimeros),
formando como produto a C; C, e C3, como cita Furtado?’. A amostra ZCF013 néo foi
inserida no gel para estudo das isoformas por motivos externos e nem todas as amostras
apresentaram todas as formas moleculares, sendo as mais vistas o tetrdmero e o dimero.

Por meio da anélise estatistica no programa BioEstat 5.0, foi possivel observar que nao
houve diferenca significativa na comparacdo das formas moleculares entre 4 grupos de

animais, que foram divididos em: pequeno, médio, grande porte e SRD. Como ndo havia

12
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informagdes sobre o tamanho dos cdes SRD, ndo foi possivel determinar se o grupo
apresentava um porte homogéneo. Dessa forma, hé possibilidade de as bandas ndo terem sido
analisadas de forma fidedigna em relacdo ao porte. Porém, como era uma parte significativa
do estudo, ndo foram descartados da analise estatistica.

No quadro 3 é possivel observar a divisdo das formas moleculares em cada grupo

definido bem como a média da intensidade relativa das suas formas moleculares.

QUADRO 3. Identificacdo dos grupos, suas formas moleculares e médias da intensidade relativa de cada uma,
considerando apenas os individuos positivos. Foram utilizados 101 individuos na comparacdo da banda c,4, 49
para a banda c; 99 para a banda c,, 62 para a banda c;-alb e 59 para a banda c;.

FORMAS Pequsan_o Porte Méc!io_ Porte Grar)d_e Porte SRD (Média
MOLECULARES (Média das (Média das (Média das das bandas)
DA BChE bandas) bandas) bandas)
C4 0.52 0.47 0.51 0.54
C3 0.09 0.11 0.05 0.07
c2 0.31 0.38 0.34 0.28
Cl-ALB 0.11 0.09 0.10 0.07
C1 0.13 0.09 0.13 0.18

N&o foi possivel observar diferenca significativa entre as bandas Csz, C,,Cs-alb e C;
guando comparadas entre os portes (pequeno, médio e grande), porém foi possivel observar
um p menor que 5% quando comparados os portes médio e grande em relacdo a banda C,4. Na
figura 3 € possivel comparar uma amostra humana (controle) e 3 amostras de cdes em um gel

de poliacrilamida.

FIGURA 3. Primeira coluna da esquerda representa o controle humano para determinagdo das formas
moleculares da BChE. As demais colunas séo representantes dos cées utilizados na pesquisa.

Ci —»

G —»

C: —»

Ci- alb —»

Ci —»
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi verificado que existem diferencas entre humanos e cdes em relacdo a atividade
enzimatica e a presenca da banda Cs Em relacdo as formas moleculares ndo foi possivel
analisar possiveis diferencas ou semelhangas entre cdes e humanos devido a falta de uma
amostra populacional humana para controle. Verificou-se que o tetramero é a forma
predominante em cdes, como ocorre em humanos. Em relacdo as doencas, foi possivel
observar que nem todos os cdes obtiveram o efeito semelhante ao observado em humano em
relacdo a atividade enzimaética, levantando-se a hipGtese de que essa enzima pode nao ser

afetada da mesma forma por essas doencas, como € em humanos.
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APENDICES

Apéndice 1: No quadro 1 é possivel observar a distruibui¢cdo das formas moleculares da butirilcolinesterase,

com a soma das intensidades relativas de cada banda.

M_onémero Soma da
- Tetramero | Trimero| Dimero | ligadoa |Mondmero .
Cadigo . Intensidade
(Ca) (Cs) (C2) albumina (Cy) Relativa
(C:- alb) €
ZCF001 | 10,4137 0,3752 | 0,2004 0,0107 - 1
ZCF002 | 10,8196 - 0,3446 0,0048 - 1,169
ZCF003 | 10,8196 - 0,3815 - 0,0065 1,2076
ZCF004 | 10,4387 - 0,5466 0,0146 - 0,9999
ZCF005 | 10,3502 0,1748 | 0,3904 - 0,0846 1
ZCF006 | 10,6811 - 0,0777 - 0,3365 1,0953
ZCF007 | 10,5118 0,1189 0,3792 - 1,0099
ZCF008 | 10,8278 - 0,3088 - - 1,1366
ZCF009 | 0,4119 0,0086 | 0,2189 - 0,3605 0,9999
ZCF010 0,333 0,3363 | 0,2755 0,0552 - 1
ZCF011 | 10,4205 0,2376 | 0,3338 0,008 - 0,9999
ZCF012 | 10,7344 - 0,1452 0,1612 - 1,0408
ZCF014 | 10,5851 0,0038 | 0,4111 - - 1
ZCF015 | 10,4912 0,0187 | 0,2734 0,0801 0,1365 0,9999
ZCF016 | 0,5268 0,223 0,2851 0,1651 - 1,2
ZCF017 | 10,3172 - 0,3598 0,1696 - 0,8466
ZCF018 | 10,5217 0,3598 - 0,1185 1
ZCF019 | 10,4129 - 0,2695 0,0012 0,3163 0,9999
ZCF020 | 10,3493 0,076 0,4003 0,0662 0,1082 1
ZCF021 | 10,7554 0,0643 | 0,3421 - - 1,1618
ZCF022 | 10,4384 0,0658 | 0,2617 - 0,2341 1
ZCF023 | 10,4577 0,1038 | 0,4255 0,0848 - 1,0718
ZCF024 0,777 0,0122 | 0,2451 - - 1,0343
ZCF025 | 10,8543 - 0,228 - - 1,0823
ZCF026 | 10,1709 - 0,3175 0,1784 0,3332 1
ZCF027 | 10,5424 - 0,4576 - - 1
ZCF028 0,552 - 0,448 - - 1
ZCF029 | 10,5288 - 0,4712 - - 1
ZCF030 | 10,3641 - 0,457 0,1033 0,0756 1
ZCF031 | 10,6097 - 0,3429 0,0473 - 0,9999
ZCF032 | 10,4508 0,1867 | 0,3625 - - 1
ZCF033 | 10,4039 0,082 0,2531 0,9991 0,1619 1,9
ZCF034 | 10,4308 0,0493 | 0,3382 0,0763 0,1054 1
ZCF035 | 10,6287 0,0728 0,229 0,0694 - 0,9999
ZCF036 0,433 0,0688 | 0,2708 0,0829 0,1446 1,0001
ZCF037 0,402 0,0349 | 0,5494 0,0197 - 1,006
ZCF038 | 10,3821 - 0,0882 0,385 0,1447 1
ZCF039 | 10,6326 0,1299 | 0,2375 - - 1
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ZCF040 0,1147 - 0,8853 - - 1
ZCF041 0,5432 - 0,3805 0,0278 0,0485 1
ZCF042 0,6421 - 0,3451 - 0,0209 1,0081
ZCF043 0,5059 - 0,3941 - 0,1 1
ZCF044 0,6921 - 0,3034 - 0,0045 1
ZCF045 0,822 - 0,1268 - 0,0412 0,99
ZCF046 1 - - - - 1
ZCF047 0,7891 - 0,2919 - - 1,081
ZCF048 0,4327 0,0734 0,252 0,1285 0,1133 0,9999
ZCF049 0,8489 0,0185 | 0,1091 0,0026 0,021 1,0001
ZCF050 0,8059 0,0928 | 0,0894 0,0088 0,0031 1
ZCF051 0,8454 0,0626 | 0,0427 0,0215 0,0276 0,9998
ZCF052 0,5523 0,1174 | 0,2974 - 0,1015 1,0686
ZCF053 0,4207 0,0639 | 0,2347 0,13 0,1507 1
ZCF054 0,5144 0,1148 | 0,1791 0,0527 0,139 1
ZCF055 0,6521 0,0616 | 0,2236 0,002 0,0606 0,9999
ZCF056 0,3388 0,1458 | 0,4382 0,0132 0,064 1
ZCF057 0,8593 0,006 0,1322 - 0,0025 1
ZCF058 0,9056 0,0461 | 0,0431 0,0036 0,0016 1
ZCF059 0,9264 0,0904 | 0,0062 0,0055 - 1,0285
ZCF060 0,6547 0,1432 | 0,1726 0,0246 0,0049 1
ZCF061 0,355 - 0,4018 0,1279 0,1153 1
ZCF062 0,4018 - 0,3042 0,0971 0,1969 1
ZCF063 0,3582 0,0933 | 0,2547 0,095 0,1988 1
ZCF064 0,4938 0,0803 | 0,2731 0,1528 - 1
ZCF065 0,3409 - 0,6239 0,1024 1,0672
ZCF066 0,3617 0,1257 | 0,2926 0,0884 0,1316 1
ZCF067 0,3181 0,0956 | 0,3214 0,1543 0,1105 0,9999
ZCF068 0,5242 - 0,2742 0,0717 0,1298 0,9999
ZCF069 0,4805 0,1901 | 0,2164 0,1129 - 0,9999
ZCF070 0,3716 - 0,3777 0,0714 0,1793 1
ZCF071 0,6326 0,1146 | 0,1616 - 0,0961 1,0049
ZCF072 0,4578 - 0,4373 0,1048 - 0,9999
ZCFQ73 0,4461 - 0,3491 0,1268 0,078 1
ZCF074 0,5643 0,0683 | 0,2949 - 0,0725 1
ZCFO075 0,4062 0,0874 | 0,2799 0,1236 0,1029 1
ZCFQ76 0,512 0,1301 | 0,2342 0,1237 - 1
ZCFO77 0,624 0,1391 | 0,2369 - - 1
ZCF078 0,6051 - 0,261 0,1339 - 1
ZCF079 0,5951 - 0,3484 0,0565 - 1
ZCF080 0,6041 - 0,362 0,0039 - 0,97
ZCF081 0,6901 - 0,2603 - 0,0496 1
ZCF082 1 - - - - 1
ZCF083 0,5471 - 0,4413 0,0116 - 1
ZCF084 0,435 - 0,375 0,0266 0,1634 1
ZCF085 0,9057 - 0,795 0,0019 0,013 1,7156
ZCF086 0,3222 - 0,2857 - 0,3921 1
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ZCF087 0,832 - 0,1037 - 0,0643 1
ZCF088 1,0072 - 0,0665 - - 1,0737
ZCF089 0,5135 - 0,3839 0,053 0,0495 0,9999
ZCF090 0,7232 - 0,3031 - - 1,0263
ZCF091 0,7531 - 0,2491 - - 1,0022
ZCF092 0,1242 - 0,8758 - - 1
ZCF093 0,9353 - 0,0821 - - 1,0174
ZCF094 0,3046 0,0468 0,34 0,1581 0,1506 1,0001
ZCF095 0,6422 0,0487 | 0,1883 0,0585 0,0623 1
ZCF096 0,5173 - 0,2662 0,111 0,1055 1
ZCF097 0,4951 - 0,3112 0,0935 0,1001 0,9999
ZCF098 0,2731 0,1103 | 0,2278 0,1229 0,2659 1
ZCF099 0,3964 0,0606 | 0,2736 0,0903 0,1792 1,0001
ZCF100 0,4725 0,0757 | 0,2049 0,1298 0,1171 1
ZCF101 0,2316 0,108 0,6604 - - 1
ZCF102 0,3639 - 0,6361 - - 1
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Apéndice 2. Distribuicdo das amostras sobre os seguintes parametros: raga as quais os caes pertencem, género e
idade, além das médias de suas absorbancias resultando em sua atividade enzimatica.

Cadigo Espécie Raca Género | Idade Atividade
Enzimatica (KU/L)
ZCFO001 | Canis familiaris Sharpei M 6 anos 2,23
ZCF002 | Canis familiaris SRD F 5 meses 4,08
ZCFO003 | Canis familiaris SRD M 16 anos 2,71
ZCF004 | Canis familiaris SRD M 15 anos 1,25
ZCF005 | Canis familiaris Poodle M 12 anos 1,07
ZCF006 | Canis familiaris Weinamara F 7 anos 1,86
ZCF007 | Canis familiaris Chow chow M 12 anos 1,40
ZCF008 | Canis familiaris |  Pastor aleméo F 10 anos 4,05
ZCF009 | Canis familiaris SRD M 5 anos 1,92
ZCF010 | Canis familiaris Poodle F 16 anos 1,96
ZCF011 | Canis familiaris SRD F 9 meses 2,27
ZCF012 | Canis familiaris Lhasa apsu F 9 anos 1,64
ZCF013 | Canis familiaris SRD F 17 anos 1,74
ZCF014 | Canis familiaris Pit bull M 8 anos 0,98
ZCF015 | Canis familiaris SRD F 8 anos 2,81
ZCF016 | Canis familiaris SRD F 6 meses 2,16
ZCF017 | Canis familiaris Chow chow M 7 anos 3,25
ZCF018 | Canis familiaris Pinscher F 13 anos 1,91
ZCF019 | Canis familiaris Labrador F 10 anos 3,13
ZCF020 | Canis familiaris Bull terrier F 5 anos 4,73
ZCF021 | Canis familiaris Lhasa apsu M 1ano 4,73
ZCF022 | Canis familiaris SRD M +2 anos 2,37
ZCF023 | Canis familiaris Dachshund F 1 ano 1,59
ZCF024 | Canis familiaris Poodle F 5 anos 3,20
ZCF025 | Canis familiaris Schnauzer M 8 anos 3,14
ZCF026 | Canis familiaris SRD F 12 anos 2,20
ZCF027 | Canis familiaris SRD M 12 anos 2,73
ZCF028 | Canis familiaris Shih tzu F 8 anos 3,37
ZCF029 | Canis familiaris SRD F 13 anos 1,96
ZCF030 | Canis familiaris SRD F 3 anos 2,97
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ZCF031 | Canis familiaris Shih tzu F 11 meses 1,83
ZCF032 | Canis familiaris Boxer M 2 meses 2,04
ZCF033 | Canis familiaris Poodle F adulta 1,28
ZCF034 | Canis familiaris Dachshund M 12 anos 2,73
ZCF035 | Canis familiaris Labrador M 2,61
ZCF036 | Canis familiaris Shih tzu F 5 anos 2,40
ZCF037 | Canis familiaris Pit bull F 14 anos 2,97
ZCF038 | Canis familiaris Yorkshire F 11 anos 2,13
ZCF039 | Canis familiaris Bichon frisé M 11 anos 4,52
ZCF040 | Canis familiaris Pit bull F 12 anos 2,11
ZCF041 | Canis familiaris Poodle M 15 anos 0,25
ZCF042 | Canis familiaris Labrador F 9 anos 1,14
ZCF043 | Canis familiaris | Golden retriever F 11 anos 4,64
ZCF044 | Canis familiaris | Golden retriever F 7 anos 1,96
ZCF045 | Canis familiaris Lhasa apsu F 8 meses 2,94
ZCF046 | Canis familiaris Basset F 3 anos 1,71
ZCF047 | Canis familiaris SRD F 11 anos 1,48
ZCF048 | Canis familiaris Pequinés F 2 anos 1,74
ZCF049 | Canis familiaris Pinscher F 11 anos 1,47
ZCF050 | Canis familiaris Boxer F 2 anos 1,40
ZCF051 | Canis familiaris Poodle F 14 anos 1,94
ZCF052 | Canis familiaris Poodle F 7 anos 1,04
ZCF053 | Canis familiaris Pinscher F 8 anos 2,61
ZCF054 | Canis familiaris SRD F 7 anos 0,66
ZCF055 | Canis familiaris Dachshund F 13 anos 2,37
ZCF056 | Canis familiaris Doberman M 2 anos 1,73
ZCF057 | Canis familiaris Rottweiler M 6 anos 2,61
ZCF058 | Canis familiaris Shih tzu F 21 meses 1,61
ZCF059 | Canis familiaris Pastor belga F 9 meses 1,68
ZCF060 | Canis familiaris Pinscher M 6 anos 1,88
ZCF061 | Canis familiaris SRD F 7-8 anos 1,96
ZCF062 | Canis familiaris Dachshund F 8 meses 2,51
ZCF063 | Canis familiaris Poodle M 13 anos 2,51
ZCF064 | Canis familiaris Pinscher F 3 anos 2,92
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ZCFO065 | Canis familiaris Pinscher F 13 anos 1,66
ZCF066 | Canis familiaris Poodle F 17 anos 1,54
ZCF067 | Canis familiaris Dachshund M 10 anos 2,21
ZCF068 | Canis familiaris Vizsla F 2 meses 2,13
ZCF069 | Canis familiaris Pequinés F 5 anos 2,46
ZCF070 | Canis familiaris SRD M 7 anos 2,33
ZCF071 | Canis familiaris Kuvasz M 9 anos 1,63
ZCFQ72 | Canis familiaris Chow chow M 14 anos 2,96
ZCF073 | Canis familiaris Labrador F 8 meses 2,64
ZCFQ74 | Canis familiaris Bull terrier F 2 anos 7,09
ZCF075 | Canis familiaris SRD M 10 anos 3,94
ZCFQ76 | Canis familiaris Pit bull F 4 anos 2,80
ZCFQ77 | Canis familiaris SRD M 7 meses 1,70
ZCF078 | Canis familiaris Pinscher M 13 anos 2,20
ZCFQ79 | Canis familiaris Pinscher M 6 anos 2,16
ZCF080 | Canis familiaris Lhasa apsu F 12 anos 2,87
ZCF081 | Canis familiaris SRD F 10 anos 5,90
ZCF082 | Canis familiaris SRD M 15 anos 1,87
ZCF083 | Canis familiaris Border collie F 6 meses 3,11
ZCF084 | Canis familiaris SRD M 2 meses 3,50
ZCF085 | Canis familiaris Bull terrier M 8 anos 1,73
ZCF086 | Canis familiaris SRD M 15 anos 0,88
ZCF087 | Canis familiaris Pointer M 7 anos 0,67
ZCF088 | Canis familiaris Poodle F 10 anos 2,04
ZCF089 | Canis familiaris SRD F 2 anos 2,37
ZCF090 | Canis familiaris Yorkshire M 6 anos 2,33
ZCF091 | Canis familiaris SRD F 4 meses 2,10
ZCF092 | Canis familiaris Dachshund F 10 anos 0,97
ZCFQ093 | Canis familiaris | Mastim napolitano M 13 anos 1,50
ZCF094 | Canis familiaris Maltés M 5 anos 2,17
ZCFQ095 | Canis familiaris Sharpei M 6 meses 0,13
ZCF096 | Canis familiaris Beagle F 8 meses 2,92
ZCFQ97 | Canis familiaris Cocker M 12 anos 2,21
ZCF098 | Canis familiaris Pit bull F 13 anos 1,85
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ZCF099 | Canis familiaris Poodle F 12 anos 1,77
ZCF100 | Canis familiaris Maltés F 6 anos 1,32
ZCF101 | Canis familiaris Cocker M 10 anos 0,23
ZCF102 | Canis familiaris Rottweiler M 8 anos 0,16
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