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1. INTRODUÇÃO 

A neuroinflamação é uma resposta protetora a injúrias celulares e 
teciduais. Este processo tem como finalidade remover o agente causador dos 
danos, beneficiando a reparação do tecido. Estudos demonstram que a produção 
excessiva de espécies reativas e de citocinas pró-inflamatórias está relacionada à 
neuroinflamação e a fisiopatologia de doenças neurodegenerativas (HSIEH e 
YANG, 2013). Sabe-se que o lipopolissacarídeo (LPS), uma endotoxina da parede 
celular de bactérias Gram-negativas, é capaz de induzir a neuroinflamação, sendo 
utilizado como indutor para o modelo animal (LAWSON et al., 2013; LEE et al., 
2008; WICKENS et al., 2017). 

O sistema colinérgico mediado pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh) 
está envolvido em uma ampla variedade de funções biológicas, como no processo 
de memória, aprendizagem e em outros aspectos cognitivos. A acetilcolinesterase 
(AChE) é uma enzima responsável por catalisar a hidrólise de ACh em colina e 
ácido acético, uma reação necessária que permite ao neurônio colinérgico 
retornar ao seu estado de repouso após a ativação (COLOVIC et al., 2013; 
BRENNER et al., 2008). 

Existem evidências que mostram a relação entre a neuroinflamação, 
doenças neurodegenerativas e a enzima AChE. De acordo com TYAGI e 
colaboradores (2008) a administração intracerebroventricular de LPS aumentou 
significativamente a atividade da AChE em córtex cerebral, estriado e hipocampo, 
indicando uma diminuição na sinalização colinérgica. Além disso, demonstrou-se 
que a AChE está associada com a deposição de placas beta-amilóide na Doença 
de Alzheimer e com o aumento da neurotoxicidade destas estruturas 
(INESTROSA et al., 2000; BRENNER et al., 2008).  

Estudos na literatura têm abordado o potencial terapêutico dos 
nutracêuticos em patologias do sistema nervoso central, especialmente os 
compostos com capaciedade antioxidante. Dentre estes compostos naturais, A 
amora preta (Rubus sp.) é um fruto pertencente à família Rosaceae do gênero 
Rubus (JACQUES e ZAMBIAZI, 2011), conhecido por demonstrar propriedades 
biológicas relevantes atribuídas aos altos níveis de compostos fenólicos 
(FERREIRA et al., 2010).  
    Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial efeito 
neuroprotetor do extrato metanólico de amora preta sobre a atividade da AChE 
em córtex cerebral, hipocampo e estriado de camundongos submetidos ao 
modelo de neuroinflamação induzido pelo LPS. 
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2. METODOLOGIA 
2.1 Preparação do extrato de amora preta 

Os frutos foram coletados em área de cultivo pertencente à Empresa 
Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) Clima Temperado na cidade de 
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. Posteriormente, foram cortados em pequenos 
pedaços e submetidos à extração em banho de ultrassom. O líquido extrator 
utilizado foi metanol P.A na proporção de 1 grama de fruto fresco para 60 mL de 
solvente. Este processo foi repetido três vezes e os extratos foram reunidos no 
final. Após, o extrato foi concentrado em evaporador rotatório para a eliminação 
do líquido extrator. Após, o extrato foi solubilizado em água pura e congelado a -
20ºC. Na sequência, o material foi submetido ao processo de liofilização para a 
completa secagem. A temperatura máxima de 35ºC foi respeitada durante todo o 
procedimento. Este processo foi realizado em triplicata para todos os frutos 
utilizados no experimento.  
 
2.2 Protocolo experimental 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, os quais foram divididos em 
quatro grupos experimentais: I (Salina); II (Extrato de amora 200 mg/Kg); III (LPS 
250 µg/kg) e IV (Extrato de amora + LPS). Os animais foram fornecidos e 
mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas e tiveram livre 
acesso à água e comida. Os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética 
em Experimentação Animal da UFPel (CEEA n° 3781/2017). 
          Os camundongos foram pré-tratados com extrato de amora ou veículo por 
via intragástrica (v.o) durante 15 dias. Após, receberam LPS (250 µg/Kg, i.p) ou 
veículo e, 24 h após, foram submetidos à eutanásia. O córtex cerebral, estriado e 
hipocampo dos animais foram retirados para análises bioquímicas posteriores.  

 
2.3 Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)  

 A atividade da AChE foi determinada segundo o método de ELMANN et al. 
(1961), tendo como princípio a hidrólise do substrato acetilcolina a qual é 
convertida em dois produtos, acetato e tiocolina. A tiocolina, por sua vez, reage 
com o dithiobis-2-nitrobenzoato (DTNB) formando um cromóforo, reduzindo-o a 5-
thio-2 nitrobenzoico (TNB), que possui uma coloração amarelada possível de ser 
quantificada em espectrofotômetro de luz UV. A atividade enzimática foi expressa 
em μmols de AcSCh/h/mg de proteína. As proteínas foram determinadas pelo 
método de BRADFORD (1976) usando o reagente Comassie Blue. A albumina 
bovina foi utilizada como padrão. 
 
 2.4 Análises estatísticas 

Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido do teste 
post-hoc de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5 ®. Os resultados 
foram  expressos como média ± erro médio padrão e considerados significativos 
para P<0,05. 

   
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados demonstraram que a atividade da AChE em córtex cerebral 
foi significativamente aumentada no grupo LPS (P<0,05). Entretanto, o pré-
tratamento com extrato de Rubus sp. (200 mg/kg) foi capaz de prevenir o 
aumento da atividade da AChE induzido pelo LPS (P<0,05) (Figura 1). 
Diferentemente, em hipocampo houve uma redução significativa da atividade da 
AChE no grupo LPS, contudo o pre-tratamento com o extrato de amora foi capaz 
de prevenir esta redução (P<0,05). Com relação aos resultados obtidos em 



 

 

estriado, nenhuma alteração foi observada na atividade enzimática da AChE 
(P>0,05) (Figura 1).  

Figura 1: Efeito do pré-tratamento com extrato de Rubus sp. (200 mg/kg, p.o) 
sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em córtex cerebral, hipocampo e 
estriado de camundongos submetidos ao modelo de neuroinflamação induzido 
pela administração de lipopolissacarídeo (LPS). Os dados estão expressos como 
média ± erro médio padrão. #P<0,05 diferente do grupo controle/veículo. *P<0,05 
diferente do grupo LPS/veículo. 
 

    O aumento da atividade da AChE em córtex cerebral pode levar a uma 
diminuição dos níveis do neurotransmissor ACh, interrompendo desta forma a 
sinalização colinérgica, que por sua vez pode estar prejudicando as funções 
mediadas por este sistema. Embora diversos estudos demonstrem uma 
associação entre o aumento na atividade da AChE e a neuroinflamação, neste 
estudo observou-se que em hipocampo há uma redução da atividade desta 
enzima no grupo LPS. Corroborando com este resultado, LYKHMUS et al., 
(2016), demonstraram que a administração do LPS por via intraperitoneal é capaz 
de inibir a atividade da AChE em córtex pre-frontal e cerebelo de camundongos. 
Cabe salientar que o extrato de amora foi capaz de prevenir ambas as alterações 
encontradas na atividade da AChE, demonstrando o potencial efeito preventivo da 
amora frente a um ambiente pró-inflamatório. Neste contexto, produtos naturais 
podem desacelerar a progressão de doenças neurodegenerativas, como a 
Doença de Alzheimer (DA), por exemplo, a qual está relacionada ao aumento da 
AChE.  

 
4. CONCLUSÕES 

 Com base nos resultados obtidos, é possível observar o papel protetor do 
extrato metanólico de amora preta frente as alterações da atividade da 
acetilcolinesterase em córtex cerebral e hipocampo de camundongos induzidas 
pelo LPS. Deste modo, o extrato pode ser considerado uma alternativa visando à 
prevenção de alterações presentes na neuroinflamação. 
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