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Resumo 

 

Estudos têm, consistentemente, reportado a participação de radicais livres em muitos 

transtornos psiquiátricos, incluindo Transtorno Bipolar (TAB). Administração de d-

anfetamina (d-AMPH) é um relevante modelo animal de mania. Exposição à d-AMPH 

aumenta o stress oxidativo em cérebro de ratos. Evidências indicam que os antioxidantes N-

acetilcisteína (NAC) e Deferoxamina (DFX) exercem efeitos protetores no cérebro. O 

presente estudo foi desenhado a fim de avaliar se o tratamento com  NAC, DFX ou NAC mais 

DFX tem efeito na atividade locomotora em um modelo dopaminérgico de mania e nos níveis 

de oxidação em proteínas no córtex pré-frontal e hipocampo de ratos. No primeiro modelo 

(tratamento de reversão), ratos machos adultos Wistar  receberam d-AMPH por 14 dias, e 

entre o 8º e o 14º dia, eles foram tratados com, NAC, DFX, NAC mais DFX ou salina.. No 

segundo modelo (tratamento de prevenção), ratos foram pré-tratados com NAC, DFX, NAC 

mais DFX ou salina, e entre o 8º e o 14º dia receberam d-anfetamina ou salina. Foi avaliada a 

atividade locomotora através de campo-aberto (“open-field”) e o estresse oxidativo foi 

avaliado através da mensuração de carbonilação de proteínas. No tratamento de reversão, a 

hiperlocomoção induzida por d-anfetamina não foi alterada pelos antioxidantes. O dano 

oxidativo não foi revertido no córtex pré-frontal pelos antioxidantes, mas foi aumentado pelo 

tratamento com NAC mais DFX. No hipocampo, NAC mais DFX reverteu o dano oxidativo, 

mas NAC sozinho aumentou este dano. No tratamento de prevenção, a hiperlocomoção 

induzida pela  d-anfetamina não foi alterada pelos antioxidantes , mas o dano oxidativo no 

córtex pré-frontal foi prevenido por DFX  ou NAC mais DFX. No hipocampo, NAC, DFX e a 

associação de NAC mais DFX preveniu o dano oxidativo. Em conclusão, NAC ou DFX e a 

associação de NAC com DFX não modifica a hiperlocomoção induzida por d-anfetamina, 



 

 

mas reverte e protege contra o estresse oxidativo induzido pela d-AMPH. Entretanto este 

efeito é variável, dependendo da região cerebral considerada e do regime de tratamento.  

 

Palavras-chave: modelo animal; mania; transtorno bipolar; estresse oxidativo; 

deferoxamina; N-acetilcisteína. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Abstract 

 

Studies have consistently reported the participation of free radicals in multiple brain 

disorders including Bipolar Disorder. Administration of d-amphetamine (d-AMPH) is a 

relevant animal model of mania and exposure to d-AMPH increases oxidative stress in rat 

brain. Evidences indicate that antioxidants N-acetylcysteine (NAC) and Deferoxamine (DFX) 

exerted protective effects in the brain. The present study was designed to evaluate the effects 

of NAC, DFX or NAC plus DFX on locomotor activity in a dopaminergic animal model of 

mania and on protein oxidation levels in prefrontal cortex and hippocampus. In the first model 

(reversal treatment), adult male Wistar rats received d-AMPH or saline for 14 days, and 

between the 8th and 14th days, they were treated with NAC, DFX, NAC plus DFX or saline. 

In the second model (prevention treatment), rats were pretreated with NAC, DFX, NAC plus 

DFX or saline, and between the 8th and 14th days, they received d-AMPH or saline. We 

assessed locomotor activity by the open-field task and evaluated oxidative damage in 

prefrontal cortex and hippocampus by protein carbonyl assay. In the reversal treatment, d-

AMPH-induced hyperlocomotion was not changed by antioxidants. In the prefrontal cortex , 

oxidative damage was not reversed by antioxidants alone and was increased by treatment with 

NAC plus DFX. In the hippocampus NAC plus DFX reversed the oxidative damage, but NAC 

alone increased this damage. In the prevention experiment d-AMPH-induced 

hyperlocomotion was not changed by antioxidants, but we observed that the oxidative damage 

in the prefrontal cortex was prevented by DFX or NAC plus DFX. In the hippocampus NAC, 

DFX and NAC plus DFX prevented oxidative damage. In conclusion, NAC or DFX and the 

association of NAC plus DFX not modifies d-AMPH-induced hyperactivity, but reverses and 

protect against d-AMPH-induced oxidative stress, however this effect vary depending on the 

brain region and treatment regimen. 



 

 

Keywords: animal model; mania; bipolar disorder, oxidative stress; deferoxamine; 

N-acetylcysteine;  
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ECT: Cadeia Transportadora de Elétrons 

 

GSH: Glutationa Reduzida 

 

MDA: malondialdeído 

 

NAC: N-acetilcisteína 
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PARTE I 

1 Introdução 

  

1.1 Transtorno Afetivo Bipolar (TAB)  

 

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) é um transtorno mental crônico, com altos 

níveis de recaída, na maioria das vezes incapacitante, pois envolve uma gama de sintomas 

maníacos tipicamente precedidos e intercedidos por episódios depressivos (Moreno et al., 

2005). O termo Bipolar expressa dois pólos de humor ou de estados afetivos que se alternam 

nesse transtorno: a depressão e seu oposto, a mania ou hipomania, cujas manifestações são 

euforia, energia exagerada, grandiosidade, aceleração e uma sensação de prazer intenso ou um 

estado irritável e agressivo (Lara, 2004). Dados do Sistema Único de Saúde de São Paulo 

mostram que o TAB é responsável por mais de 10 mil AIHs (Autorizações de Internação 

Hospitalar) ao ano naquele estado (Moreno et al., 2005). 

As medicações com maiores evidências de ação no tratamento da mania aguda são 

lítio (Li), valproato (ácido valpróico) e carbamazepina (CBZ) além dos antipsicóticos típicos 

como clorpromazina e haloperidol, e dos atípicos como olanzapina e risperidona. O lítio 

continua sendo o medicamento de primeira escolha, pois apresenta maior número de estudos 

controlados demonstrando sua eficácia na mania/hipomania e na prevenção de recorrências. 

Além disso, é o único efetivo na prevenção de suicídios em pacientes bipolares: o risco de 

morte por suicídio foi 2,7 maior durante o tratamento com divalproato do que com lítio 

(Goodwin et al., 2003). 



 

 

Estudos neuropatológicos postmortem em pacientes com TAB têm mostrado 

reduções anormais no volume cortical, número de células gliais e no tamanho neuronal no 

córtex pré-frontal, córtex dorso-antero-lateral, amígdala e hipocampo (Cotter et al.,2001; 

Manji & Duman, 2001). Não se sabe exatamente se estas evidências de déficit neuronal 

constituem anormalidade de desenvolvimento que pode conferir vulnerabilidade a transtornos 

de humor, mudanças compensatórias de outros processos patogênicos ou seqüelas de 

recorrentes episódios de mania e depressão (Manji et al., 2003). Portanto o possível papel da 

morte celular no declínio progressivo encontrado em muitos pacientes permanece a ser 

elucidado. 

Recentemente, pesquisas na fisiopatologia dos transtornos de humor têm mudado de 

foco, dos neurotransmissores e receptores da superfície celular para as cascatas de sinalização 

intracelulares (Manji et al., 2003). As vias de sinalização intracelulares interagem entre si em 

vários níveis formando uma rede complexa através da qual a célula recebe, processa e 

responde a estímulos. Portanto, evidências crescentes apontam para a associação de eventos 

intracelulares, envolvendo o sistema de segundos mensageiros como parte das alterações 

neurobiológicas do TAB (Frey, 2004). 

Também há evidências crescentes que a disfunção mitocondrial possui um 

importante papel na patofisiologia do TAB (Kuloglu et al., 2002; Sun et al., 2006;  Andreazza 

et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2007; Frey et al., 2007a). A disfunção mitocondrial resulta 

em anormalidades no metabolismo energético celular e aumento da produção de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS), portanto a neuroproteção contra o estresse oxidativo pode ser 

um dos mecanismos de ação dos estabilizadores de humor usados no tratamento do TAB 

(Machado-Vieira et al., 2007).   

 

1.2 Modelo animal de mania 



 

 

 

 O TAB é particularmente uma doença desafiadora no sentido de desenvolver um 

modelo animal adequado por causa da intrigante alternância de mania, depressão e estados 

mistos que estes pacientes freqüentemente apresentam. Sintomas depressivos incluem 

anedonia, desmotivação, perda de apetite, insônia, desequilíbrio cognitivo e pensamentos 

suicidas. Comportamentos maníacos incluem hiperatividade motora, excessiva energia e 

loquacidade, grandiosidade, agressividade, perda de apetite e insônia. 

Muitos modelos animais têm sido propostos para refletir comportamentos maníacos 

ou depressão pela reprodução de suas características principais (Machado-Vieira et al., 2004).  

Modelos animais de TAB podem ser muito úteis no sentido de prover modelos 

adicionais para entender a patofisiologia da doença e também auxiliar no desenvolvimento de 

novos agentes farmacológicos para seu tratamento. 

Estudos anteriores descrevem que, para ser válido um modelo animal em transtornos 

psiquiátricos, ele deve preencher três critérios principais: validez de face, validez de 

construção e validez de predição (Ellenbroek & Cools, 1990). O primeiro, validez de face, 

pode ser avaliado pela similaridade entre a evolução dos sintomas maníacos e o modelo 

animal proposto. Validez de construção avalia a possível correlação do modelo animal com as 

mudanças moleculares descritas na patofisiologia da doença. Validez de predição avalia como 

o modelo responde aos mesmos fármacos utilizados para tratar a doença. Modelos que 

apresentam validez de construção usualmente apresentam algum grau de validez de face e de 

predição e vice-versa (Ellenbroek and Cools, 1990).  

Desde a década de 70 tem sido proposto que o neurotransmissor dopamina está 

envolvida na patofisiologia da mania e alterações na neurotransmissão dopaminérgica têm 

sido reportadas, consistentemente, como anormalidades neurobiológicas no TAB (Serra et al., 

1979). As anfetaminas aumentam os níveis de dopamina na sinapse através de um incremento 



 

 

na liberação dos neurotransmissores pelos terminais dos neurônios pré-sinápticos (Jones et al., 

1998; Kokosha et al., 1998). As vias dopaminérgicas estão interconectadas com o sistema 

límbico, especialmente nucleos accumbens  (Schultz et al., 1997). A atividade dopaminérgica 

no nucleos accumbens  está associada com hedonia e motivação. Hiperatividade motora, 

como um sintoma maníaco, tem sido associada com a ativação do sistema mesolímbico 

dopaminérgico (Di Chiara, 1995; Wise & Bozarth, 1987  ; D’Aquila et al., 2000). Em ratos, 

injeções de anfetamina e cocaína causam um aumento na liberação de dopamina  nessa região 

(Koob & Bloom; Kuhar et al., 1991; Di Chiara et al., 1993).  

A validez de face na maioria dos modelos animais de mania tem focado na 

hiperatividade como sintoma (Machado- Vieira et al., 2004).  A validez de predição, num 

modelo de TAB, deve incluir o efeito profilático de estabilizadores de humor, como Lítio e 

Valproato. O presente estudo utilizou AMPH em injeções repetidas como modelo de mania. 

Em humanos, derivados de anfetamina têm sido associados com sensação de bem-estar e 

euforia. Anfetamina é capaz de induzir sintomas maníacos tanto em humanos saudáveis 

(Strakowski and Sax, 1998) como em pacientes com TAB (Anand et al., 2000) . Estudos 

anteriores (Koob & Bloom, 1988; Frey et al., 2006a; Frey et al., 2006b; Frey et al., 2006c; 

Frey et al., 2006d) mostram que a administração de AMPH aumenta a atividade locomotora 

em ratos e esse aumento pode ser revertido ou prevenido através da administração de 

estabilizadores de humor como Lítio e Valproato (Gould et al., 2001, Frey et al., 2006b, Frey 

et al., 2006c). 

 

1.3 Estresse oxidativo e neurodegeneração 

 



 

 

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilíbrio entre a geração de ROS 

(espécies reativas de oxigênio) e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial dano 

oxidativo (Dalle-Donne et al., 2006). 

Todas as células aeróbicas sofrem dano oxidativo e o cérebro dos mamíferos é 

especialmente susceptível a esse dano (Halliwell, 2001). Uma razão é seu alto consumo de 

oxigênio: apesar de corresponder a uma pequena parte da massa corporal, o cérebro responde 

cerca de 20% do consumo basal de oxigênio. Essa susceptibilidade do cérebro ao dano 

oxidativo também se deve a outros fatores, por exemplo: 

1) As defesas antioxidantes no cérebro são modestas. Os níveis de catalase, enzima 

que detoxifica peróxido de hidrogênio, são baixos na maior parte das regiões cerebrais 

(Halliwell, 2001). 

2) Muitos neurotransmissores são auto-oxidantes: dopamina, serotonina e 

norepinefrina podem reagir com O2 e gerar não somente O2
� 
� , mas também 

quinonas/semiquinonas que podem ligar-se à glutationa (anti-oxidante endógeno) e grupos SH 

de proteínas (Spencer et al., 1998).  

3) Desequilíbrio mitocondrial pode levar a um aumento de Ca++ intracelular, 

aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio (Halliwell, 2006). 

4) As mitocôndrias neuronais geram O2
� - , principalmente no Complexo I (Kudin et 

al., 2005). 

5) As membranas neuronais são especialmente ricas em ácidos graxos 

poliinsaturados (Halliwell & Gutteridge, 1997)  e os produtos de peroxidação lipídica podem 

causar dano cerebral  (Ong et al., 2000). 

6) O cérebro contém grandes quantidades de ferro e danos cerebrais podem liberar 

íons Ferro capazes de catalisar reações produzindo ROS  (Halliwell, 2001).  



 

 

7)  Desequilíbrio energético mitocondrial pode interromper mecanismos 

antioxidantes uma vez que a glutationa é sintetizada no citoplasma e seu transporte para o 

interior mitocondrial é um mecanismo dependente de ATP (Banaclocha, 2001) 

Nos últimos anos há uma emergência de trabalhos evidenciando que as disfunções 

mitocondriais e, conseqüentemente a geração de radicais livres, estão envolvidas em 

transtornos psiquiátricos como TAB (Kato & Kato, 2000; Bezchibnyk et al., 2001; Kuloglu et 

al., 2002; Dager et al., 2004; Sun et al., 2006;  Andreazza et al., 2007; Machado-Vieira et al., 

2007; Frey et al., 2007a). 

Kato & Kato (2000) encontraram mutações em DNA mitocondrial em córtex 

cerebral de pacientes com TAB. Disfunções mitocondriais podem levar a um decréscimo na 

fosforilação oxidativa e a um aumento na produção anaeróbica de energia, elevando os níveis 

de lactato e a geração de ROS. Tem sido reportado que pacientes com TAB possuem aumento 

dos níveis de lactato na substância cinzenta (Dager et al., 2004) .Coerentemente com esses 

achados, Sun et al. (2006) encontraram diminuição no pH em córtex cerebral post-mortem de 

indivíduos com TAB. 

Kuloglu et al. (2002) avaliaram os níveis plasmáticos de TBARS (Espécies Reativas 

ao Tiobarbitúrico), indicadores de peroxidação lipídica, e os níveis de atividade das enzimas 

anti-oxidantes:  superóxido-dismutase  e glutationa-peroxidase  em hemolisado de eritrócitos 

de pacientes com TAB, utilizando indivíduos saudáveis como controle. Os níveis plasmáticos 

de TBARS nos pacientes com TAB estavam aumentados significantemente em relação ao 

grupo controle. Os níveis de atividade da superóxido-dismutase  estavam significantemente 

aumentados em relação ao grupo controle, embora não houvesse diferença significante entre 

os níveis de atividade da glutationa- peroxidade  entre o grupo de pacientes com TAB e o 

grupo controle. 



 

 

Sun et al. (2006), analisando perfis de expressão gênica no córtex pré-frontal 

posmortem de pacientes com TAB, encontraram diminuição na expressão de componentes da 

cadeia transportadora de elétrons, especialmente do complexo I, sugerindo, portanto, uma 

anormalidade no metabolismo energético e aumento da produção de ROS (Espécies Reativas 

de Oxigênio).  

Andreazza et al. (2007) avaliaram os níveis plasmáticos de TBARS ( Espécies 

Reativas ao Tiobarbitúrico)  e os níveis de atividade da superóxido-dismutase, glutationa-

peroxidase e catalase em pacientes com TAB em diferentes fases da doença: mania, depressão 

e eutimia, comparando-os com indivíduos saudáveis. Os níveis de atividade da superóxido-

dismutase, glutationa-peroxidade e catalase estavam significantemente aumentados nos 

pacientes com TAB nas fases de mania ou depressão. Já os níveis de TBARS estavam 

aumentados de maneira significante nos indivíduos com TAB independentemente da fase da 

doença. 

Machado-Vieira et al. (2007)  avaliaram os níveis plasmáticos de TBARS  e os níveis 

de atividade da superóxido-dismutase e catalase em indivíduos bipolares em fase inicial de 

mania comparando-os com indivíduos saudáveis. Os níveis de TBARS e os níveis de 

atividade da superóxido-dismutase e catalase estavam aumentados significantemente nos 

indivíduos com TAB. Contudo após tratamento agudo com Lítio, um estabilizador do humor, 

houve uma diminuição significante nos níveis de TBARS, superóxido-dismutase e catalase, 

mostrando efeitos antioxidantes do Lítio na mania. 

Juntos, estes estudos mostram um aumento na peroxidação lipídica e alterações nas 

enzimas anti-oxidantes, parâmetros marcadores de estresse oxidativo, em indivíduos com 

TAB. 

   

1.4  Estresse oxidativo em um modelo animal de mania 



 

 

 

Embora os mecanismos exatos pelos quais d-AMPH causa neurotoxicidade sejam 

desconhecidos, há fortes evidências de que estresse oxidativo pode estar envolvido (Brown & 

Yamamoto, 2003). Após administração de d-AMPH, dopamina pode se acumular no 

compartimento intracelular e predispor à formação de complexos DA- quinonas  e pode reagir 

com proteínas e ácidos nucléicos, levando à degradação destes (LaVoie & Hastings, 1999). 

Além disso, Burrows et al. (2000) demonstraram que metanfetamina   pode aumentar a 

produção de ROS pela inibição dos complexos da cadeia transportadora de elétrons. Frey et 

al. (2006e) reportaram um aumento dos níveis de ânion superóxido (O2 
-)  em partículas 

submitocondriais do córtex pré-frontal e hipocampo de ratos após exposição crônica à d-

AMPH, demonstrando um aumento na produção de ROS mitocondrial.  

 Tem sido sugerido que a excitotoxicidade glutamatérgica pode contribuir para a 

neurodegeneração induzida por d-AMPH (Battaglia, 2002). A administração de 

metanfetamina aumenta a liberação de glutamato em estriado de ratos (Abekawa et al., 1994; 

Brown & Yamamoto, 2003) e antagonistas ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato 

protegem contra neurotoxicidade induzida por d-AMPH (Battaglia, 2002) . 

A formação de produtos de oxidação de lipídios e proteínas após administração de d-

AMPH depende do regime de dosagem e a região cerebral considerada. Por exemplo, Frey et 

al. (2006a) encontraram um aumento de produtos de oxidação lipídica (TBARS) em 

hipocampo, estriado e córtex de ratos tratados com d-AMPH (2mg/kg e 4 mg/Kg) por 7 dias, 

mas esses resultados não se repetiram num regime de administração única de anfetamina. 

Nesse mesmo trabalho, os autores encontraram um aumento dos níveis de carbonilação de 

proteínas (marcadores de estresse oxidativo) em hipocampo, estriado e córtex de ratos 

tratados com anfetamina por 7 dias, mas num regime de dose única de anfetamina, somente 

no hipocampo e estriado foi encontrado aumento da carbonilação de proteínas. Ratos tratados 



 

 

com uma única dose de anfetamina (7,5mg/Kg) infundida diretamente no estriado, pré-

tratados com desipramina, tiveram os níveis de malondialdeído (MDA), um produto de 

peroxidação lipídica, aumentados no estriado (Wan et al., 2006).  

Um desequilíbrio no sistema de defesa antioxidante pode levar ao aumento na 

suscetibilidade aos radicais livres.  Carvalho et al. (2001) relataram um aumento nos níveis da 

principais enzimas antioxidantes (glutationa-transferase, glutationa-peroxidase, catalase  e 

superoxidodismutase) em diferentes áreas cerebrais de ratos tratados com d-AMPH (20 

mg/kg) durante 14 dias. Frey et al. (2006d)  encontraram  alterações nos níveis de superóxido-

dismutase e catalase  em córtex pré-frontal, hipocampo e estriado de ratos submetidos ao 

tratamento com d-AMPH. 

Trabalhos anteriores relatam uma inibição do dano oxidativo em lipídios e proteínas 

em tratamentos crônicos com lítio e valproato, o que mostra um efeito neuroprotetor desses 

estabilizadores de humor contra excitotoxicidade (Wang et al., 2003; Shao et al., 2005; Frey 

et al., 2006c). 

Portanto, a geração de ROS mitocondrial induzida por d-AMPH e a utilização de 

estratégia antioxidante podem ser um modelo útil para esclarecer o envolvimento do estresse 

oxidativo e do desequilíbrio energético cerebral em transtornos psiquiátricos. 

 

1.5 Antioxidantes 

1.5.1 N-acetilcisteína (NAC) 

 

A estratégia antioxidante, através da inibição da formação ou ação de radicais livres, 

tem sido o foco de atenção devido ao seu alto potencial de controlar doenças 

neurodegenerativas (Banaclocha, 2001). 



 

 

A N-acetilcisteína (NAC), um tiol-composto, tem sido usado terapeuticamente 

devido à sua propriedade de ser um precursor da glutationa (De Flora et al, 1991),  possuindo, 

portanto, um papel-chave na homeostase celular, visto que a depleção de glutationa pode 

causar morte celular devido à peroxidação lipídica e declínio nos níveis de tiol-proteínas 

(Reed et al., 1984). NAC  também pode atuar diretamente reduzindo os níveis de ROS  in vivo 

e in vitro (Aruoma et al., 1989). 

Wan et al. (2006) relataram que NAC inibiu a formação de radicais hidroxila após 

infusão de d-AMPH em estriado de ratos, sugerindo que NAC poderia proteger contra o stress 

oxidativo induzido pela d-AMPH. Em um estudo anterior foi observado que NAC preveniu 

hiperatividade e exerceu efeitos protetores na neurotoxidade induzida por metanfetamina em 

estriado de ratos (Fukami et al., 2004).   

NAC pode atuar no metabolismo mitocondrial influenciando a fosforilação oxidativa 

(Miquel et al., 1995).  NAC pode atuar na fosforilação oxidativa através de 2 mecanismos: 

protegendo proteínas da fosforilação oxidativa contra o dano oxidativo através da manutenção 

dos grupos SH que são essenciais para a atividade enzimática e evitando a peroxidação 

lipídica das membranas mitocondriais, o que poderia diminuir a atividade dos complexos 

(Banaclocha et al., 1997).  Nessa mesma linha,  Miquel et al (1995) relataram um aumento 

das atividade dos complexos I, IV e V em mitocôndrias hepáticas de ratos idosos tratados 

cronicamente com NAC.  

Também há evidências sugerindo que NAC pode ter um papel na sobrevivência 

neuronal através de outros mecanismos não-relacionados com suas propriedades 

antioxidantes. Por exemplo, inibindo apoptose (Ferrari et al., 1995, Xiong et al.,1999). 

 

1.5.2 Deferoxamina (DFX) 

 



 

 

A Deferoxamina (DFX) é um potente quelante de ferro que pode inibir reações 

geradoras de radicais livres, catalisadas por ferro. Estudos anteriores mostram que DFX pode 

diminuir dano oxidativo em modelos animais para muitas doenças humanas (Halliwel, 1987; 

Halliwel, 1989). 

A degradação enzimática ou auto-oxidação de dopamina resulta na formação de 

peróxido de hidrogênio e radical superóxido. Peróxido de hidrogênio e íons ferro podem gerar 

radicais hidroxila (OH��), que são potencialmente danosos, através da Reação de Fenton 

(Olanow, 1992; Kopin, 1992). Portanto, um aumento na concentração de ferro pode ser crítica 

devido à sua atuação, catalisando reações geradoras de radicais livres (Halliwell & 

Gutteridge, 1997). 

Alguns estudos têm demonstrado que DFX  protege contra injúria isquêmica em 

cérebro de ratos neonatais quando administrada após a reperfusão (Mu et al, 2005). Em 

cérebro de ratos adultos, a administração de DFX protege contra danos da isquemia focal 

quando dada 72 horas antes do insulto isquêmico (Prass et al, 2002). Além disso, foi relatado 

que administração de NAC mais DFX reduz as conseqüências de choque séptico induzido por 

ligação cecal e punção (CLP) em ratos, pela diminuição do stress oxidativo e da disfunção 

mitocondrial (Ritter et al, 2004a). 

Park et al. (2006) relataram que pré-tratamento subcutâneo com DFX diminui 

significantemente a peroxidação lipídica em cérebro de ratos tratados com metanfetamina. 

DFX também pode prevenir a degeneração de neurônios dopaminérgicos na substantia nigra 

induzida por administração de ferro intra-cerebro-ventricular (ICV) (Jiang et al, 2006).  

O hipocampo recebe vias dopaminérgicas do cérebro e expressa todos os subtipos de 

receptores dopaminérgicos (D1-D5) (Jay, 2003; Otmakhova &Lisman, 1996) e o córtex pré-

frontal medial é a principal área terminal da inervação dopaminérgica mesocortical (Berger et 



 

 

al, 1991). Tanto o hipocampo quanto o córtex pré-frontal exercem um papel crucial na 

patofisiologia do TAB (Frey et al, 2007b).  

São necessários mais estudos para esclarecer as ações de antioxidantes nas doenças 

neurodegenerativas. Nesse sentido, o propósito deste estudo é investigar os efeitos de 

antioxidantes, NAC e/ou DFX, na atividade locomotora e nos níveis de oxidação de proteínas 

em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos submetidos a um modelo animal de mania. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral:  

Investigar os efeitos dos antioxidantes NAC  e DFX  na atividade locomotora e nos 

níveis de oxidação de proteínas em cérebro de ratos submetidos a um modelo animal de mania 

induzido por d-AMPH. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

 

2.2.1 Investigar os efeitos, tanto preventivo quanto reversivo, de NAC na atividade 

locomotora em campo aberto e nos níveis de oxidação em proteínas em hipocampo e córtex 

pré-frontal de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH. 

2.2.2 Investigar os efeitos, tanto preventivo quanto reversivo, de DFX na atividade 

locomotora em campo aberto e nos níveis de oxidação em proteínas em hipocampo e córtex 

pré-frontal de ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por d-AMPH. 

2.2.3 Investigar os efeitos, tanto preventivo quanto reversivo, da associação NAC 

mais DFX na atividade locomotora em campo aberto e nos níveis de oxidação em proteínas 

em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos submetidos a um modelo animal de mania 

induzido por d-AMPH. 
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Abstract 

Studies have consistently reported the participation of free radicals in multiple brain disorders 

including Bipolar Disorder. Administration of d-amphetamine (d-AMPH) is a relevant animal 

model of mania and exposure to d-AMPH increases oxidative stress in rat brain. Evidences 

indicate that antioxidants N-acetylcysteine (NAC) and Deferoxamine (DFX) exerted 

protective effects in the brain. The present study was designed to evaluate the effects of NAC, 

DFX or NAC plus DFX on locomotor activity in a dopaminergic animal model of mania and 

on protein oxidation levels in prefrontal cortex and hippocampus. In the first model (reversal 

treatment), adult male Wistar rats received d-AMPH or saline for 14 days, and between the 

8th and 14th days, they were treated with NAC, DFX, NAC plus DFX or saline. In the second 

model (prevention treatment), rats were pretreated with NAC, DFX, NAC plus DFX or saline, 

and between the 8th and 14th days, they received d-AMPH or saline. We assessed locomotor 

activity by the open-field task and evaluated oxidative damage in prefrontal cortex and 

hippocampus by protein carbonyl assay. In the reversal treatment, d-AMPH-induced 

hyperlocomotion was not reversed by antioxidants. In the prefrontal cortex, oxidative damage 

was not reversed by antioxidants alone and was increased by treatment with NAC plus DFX. 

In the hippocampus NAC plus DFX reversed the oxidative damage, but NAC alone increased 

this damage. In the prevention experiment d-AMPH-induced hyperlocomotion was not 

prevented by antioxidants, but we observed that the oxidative damage in the prefrontal cortex 

was prevented by DFX or NAC plus DFX. In the hippocampus NAC, DFX and NAC plus 

DFX prevented oxidative damage. In conclusion, NAC or DFX and the association of NAC 

plus DFX not modifies d-AMPH-induced hyperactivity, but reverses and protect against d-

AMPH-induced oxidative stress, however this effect vary depending on the brain region and 

treatment regimen. 

Keywords: animal model; bipolar disorder; oxidative stress; deferoxamine; N-acetylcysteine. 



 

 

Abbreviations:  

d-AMPH  = d-amphetamine 

DFX  = deferoxamine 

NAC = N-acetylcysteine 

ROS = reactive oxygen species 



 

 

1. Introduction 

 

Free radicals have been implicated in multiple brain disorder such as schizophrenia 

and bipolar disorder (Kuloglu et al., 2002).  Repeated injections of d-amphetamine (d-AMPH) 

induced hyperactivity in animals (Frey et al., 2006a) by elevation in extracellular dopamine 

(Martinez et al., 2003) and it have been suggested as a relevant model animal of mania (Frey 

et al, 2006b). Studies with this animal model showed that longer periods of induced manic-

like hyperactivity are associated with severe brain damage by increased formation of lipid and 

protein oxidation products (Frey et al., 2006a; 2006c; 2006d; Robinson and Kolb, 1997). 

N-acetyl-L-cysteine (NAC), a known thiolic antioxidant, can act through several 

mechanisms against cellular degeneration. It is a precursor for glutathione synthesis (De Flora 

et al, 1991), whose is the principal thiolic compound in the cell, and play a key role in cellular 

homeostasis since its loss is an accompanied by cell death because of lipid peroxidation and 

protein-thiol decline (Reed et al., 1984). The antioxidant NAC also acts by direct reaction 

between its reducing thiol group and reactive oxygen species (ROS), leading to a protection 

against oxidative damage in vitro and in vivo (Aruoma et al., 1989). In a previous study was 

observed that the NAC prevented methamphetamine-induced hyperactivity and exert 

protective effects on methamphetamine-induced neurotoxicity in rat striatum (Fukami et al., 

2004). Pretreatment with deferoxamine (DFX) also improves the methamphetamine-induced 

neuronal damage by decreasing the level of oxidative stress in rats brain (Park et al., 2006). 

DFX is a powerful iron chelator that can inhibit iron dependent free radical reactions and it 

has already been successfully shown to diminish oxidant damage in several animal model 

systems for human disease (Halliwel, 1987, 1989). Some studies have demonstrated that DFX 

protect against brain ischemic injury in neonatal rats when it was administered after a pure 

ischemia reperfusion insult (Mu et al., 2005). In adult rat brain DFX protects against focal 



 

 

cerebral ischemia when given as a preconditioning stimulus 72h before the ischemic insult 

(Prass et al., 2002). In addition, was described that NAC plus DFX reduce the consequences 

of septic shock induced by cecal ligation and puncture (CLP) in the rat by decreasing 

oxidative stress and limiting mitochondrial dysfunction (Ritter et al., 2004a). The 

hippocampus in rodents receives dopaminergic input from the midbrain and expresses all 

subtypes of dopamine receptor (D1-D5) (Bergson et al, 1995; Jay, 2003; Otmakhova and 

Lisman, 1996) and the medial prefrontal cortex is the main terminal field of the mesocortical 

dopaminergic innervations that is dense when compared to other cortical areas (Berger et al., 

1991). Both hippocampus and prefrontal cortex play a crucial role in pathophysiology of 

bipolar disorder (Kaladjian et al., 2006; Frey et al., 2007). 

Thus, the purpose of our study was investigate the effects of NAC, DFX or NAC plus 

DFX on locomotor activity (hyperlocomotion) in a dopaminergic animal model of mania and 

evaluate protein oxidation levels, a marker of oxidative stress, in both hippocampus and 

prefrontal cortex.  

 

2. Methods 

 

In vivo studies were performed in accordance with National Institute of Health guidelines and 

with approval of Universidade do Extremo Sul Catarinense Ethics Committee.  

 

2.1 Animals 

 

Male Wistar rats (age, 2-3 months; weight, 250-320g) were used in this study. They were 

housed five to a cage with food and water available and libitum, and were maintained on a 



 

 

12h light/dark cycle (lights on at 7.00 a.m.) in a temperature controlled (22 ºC) colony room. 

These conditions were maintained constant throughout the experiments.  

 

2.2 Drugs 

 

NAC, DFX and d-AMPH (Sigma, St. Louis, Mo.) were dissolved in saline (NaCl 0.9g %). 

The solutions were prepared immediately before use and were protected from the light during 

the experimental session. 

 

2.3 Reversal treatment 

 

In the reversal model, we reproduced the treatment of an acute manic episode according to 

proposed previously to the animal model of mania (Frey et al., 2006b). Rats received either a 

daily intraperitoneally (i.p.) injection of 2 mg/kg d-AMPH, or saline for 14 days. Between the 

8th and the 14th days (treatment for 7 days), the animals were divided into 4 experimental 

groups (12–15 animals per group): one group  received subcutaneously (s.c.) 20 mg/kg NAC, 

three times per day; the second group  received 20 mg/kg DFX s.c, once a each three days; the 

third group received 20 mg/kg NAC s.c. (three times per day) plus 20 mg/kg DFX s.c. (once 

to each three days); the fourth group received saline i.p. twice a day. The animals were 

assessed to locomotor activity 2 hours following the last d-AMPH injection and they were 

sacrificed immediately after the open-field task. The prefrontal cortex and hippocampus were 

dissected, rapidly frozen and stored at –80°C until measurement of protein carbonyls assay.  

 
2.4 Prevention treatment 

 



 

 

The prevention model was designed to mimic the maintenance phase of treatment of mania 

according previously proposed to the animal model of mania (Frey et al., 2006b). Rats 

received s.c. either NAC 20 mg/kg, three times per day; DFX 20 mg/kg, once a each three 

days; NAC (20 mg/kg, three times to the day) plus DFX (20mg/kg, one time to each three 

days); or saline i.p. twice a day for 14 days. The animals were then divided into 2 groups (12–

15 animals per group). Between the 8th and the 14th days (treatment for 7 days), each group 

received once a day i.p. injection of d-AMPH 2 mg/kg, or saline. The animals were assessed 

to locomotor activity 2 hours following the last d-AMPH injection and rats were sacrificed 

immediately after the open-field task. The prefrontal cortex and hippocampus were dissected, 

rapidly frozen and stored at –80°C until measurement of protein carbonyls assay.  

  

2.5 Locomotor activity  

 

We used the open-field task to assess the locomotor activity after treatments (reversal or 

prevention) (Frey et al., 2006a). The task was performed in a 40 x 60 cm open field 

surrounded by 50 cm-high walls. The floor of the open field was divided into 9 equal 

rectangles by black lines. The animals were gently placed on the left rear rectangle and were 

allowed to explore the arena. Crossings of the black lines and rearings were counted for 5 

minutes. 

2.6 Measurement of protein carbonyls 

 

The oxidative damage to proteins was assessed in prefrontal cortex and hippocampus by the 

determination of carbonyl groups based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH) 

as previously described (Levine et al., 1990). Briefly, proteins were precipitated by the 

addition of 20% trichloroacetic acid and redissolved in DNPH. The quantification of protein 



 

 

carbonyls in the samples was determined in the absorbance of 370 nm. The protein content 

was normalized by quantification according Lowry method (Lowry et al., 1951). 

 

2.8 Statistical analysis 

 

All data are presented as mean ± SEM. Differences among experimental groups evaluating 

behavior parameters were determined by one-way ANOVA, followed by the Tukey post hoc 

test. The oxidative damage data were analyzed by one-way ANOVA and multiple 

comparisons were performed by a Newman-Keuls test. In all comparisons P < 0.05 was 

considered to indicate statistical significance.  

 

3. Results 

 

The treatment with d-AMPH increased locomotor and rearing behaviors in both reversal (Fig. 

1A and 1B) and prevention (Fig. 2A and 2B) experimental protocols, such as previously 

reported (Frey et al., 2006a; 2006b; 2006c; 2006d). The administration of NAC, DFX, or 

NAC plus DFX did not change d-AMPH-induced hyperactivity at both reversal (Fig. 1A and 

1B) and prevention (Fig. 2A and 2B) treatment. Oxidative protein damage was induced by d-

AMPH in prefrontal cortex and hippocampus for both reversal (Fig. 1C) and prevention 

protocols (Fig. 2C).  

In the reversal experimental model (Fig. 1C) the antioxidants did not reverse d-

AMPH-induced protein damage in both brain regions analyzed. In addition, the d-AMPH-

induced protein oxidative damage was increased by NAC plus DFX treatment in the 

prefrontal cortex, but in this structure the treatment with NAC or DFX alone have no effect. 

In the hippocampus NAC plus DFX reversed d-AMPH-induced oxidative damage, and 

treatment with NAC administrated alone increase the oxidative damage induced by d-AMPH. 



 

 

In the prevention treatment (Fig. 2C), the formation of carbonyl group induced by d-

AMPH was prevented by DFX, or NAC plus DFX in both prefrontal cortex and hippocampus. 

The NAC pretreatment alone decreased partially the protein oxidative damage in the 

prefrontal cortex, but blocked the damage in the hippocampus. 

 

4. Discussion   

 

Our data showed that NAC, DFX, or NAC plus DFX neither reversed nor prevented d-

AMPH-induced hyperactivity associated to an animal model of mania. Recently, Wan and 

colleagues (2006) showed that NAC could protect against d-AMPH-induced oxidative stress 

in the striatum from rats independent of lowering the core body temperature of rats, whose is 

the other parameter associated to d-AMPH treatment. This is opposite to others previous 

findings that demonstrated that DFX (Park et al., 2006; Borisenko et al., 2000) or NAC 

(Fukami, 2004) attenuate alterations in the hyperactivity induced by dopaminergic 

psichoestimulants (i.e. methamphetamine). Differences in experimental animal design model 

may account for this discrepancy. 

The formation of carbonyl proteins induced by administration of d-AMPH in the 

present study is in agreement with our previous studies (Frey et al., 2006a; 2006c). In the 

present study, DFX prevented d-AMPH-induced formation of carbonyl grouping in the 

prefrontal cortex; NAC pretreatment decreased this damage; in the hippocampus NAC or 

DFX prevented this damage. No effects in the reversal treatment with NAC administered 

alone were observed in the hippocampus. AMPH, as well as methamphetamine-induced 

dopaminergic neurotoxicity, is believed to be associated with an increase in the formation of 

free radicals (O´Callaghan and Miller, 1994; Richarte et al., 1983; Martinez, 2003).  Recent 

studies have demonstrated that NAC prevent the brain neurotoxicity and behavioral changes 



 

 

in rats following administration of methamphetamine (Fukami et al., 2004). Wan and 

colleagues (2006) demonstrated that NAC attenuated long-term dopaminergic depletion and 

lipid peroxidation formation in the rat striatum inhibiting the production of hydroxyl radical 

following AMPH infusion into the striatum. The large release of dopamine by AMPH and 

methamphetamine (Coyle and Snyder 1969; Ferris et al. 1972; Harris and Baldessarini 1973; 

Heikkila et al. 1975; Holmes and Rutledge 1976; Cadet et al., 2003; La Voie et al., 1999; 

Stokes et al., 1999) may be implicated in the formation of dopamine-quinones and free 

radicals by auto-oxidation of dopamine (Asanuma et al., 2003; La Voie et al., 1999; Stokes et 

al., 1999). 

The observed protective effect of NAC in prevention treatment might be associated 

with total glutathione increase that could block the cytotoxic activity by ROS (Froissard et al., 

1997).  Park and colleagues (2006) reported that subcutaneously pretreatment with DFX 

decrease the level of lipid peroxidation in the brain from rats treated with methamphetamine, 

suggesting that neuroprotection induced by DFX was due to decreasing in the oxidative stress 

level. DFX can also prevent the degeneration of dopaminergic neurons in substance nigra 

induced by iron-overland (Jiang et al., 2006). The enzymatic degradation or auto-oxidation of 

dopamine results in the formation of hydrogen peroxide and superoxide radical. Hidrogen 

peroxide is susceptible to iron-catalyzed formation of hydroxyl free radicals via Fenton 

reaction (Olanow, 1992; Kopin, 1992). In addition, Yamamoto and Zhu (1998) suggested that 

iron might be involved in mediating the long-term damage to dopamine neurons that follows 

the repeated administration of methamphetamine. These neuroprotective effects of DFX can 

be also related with its ability of inhibit iron dependent free radical reactions (Halliwell, 1987; 

1989). 

The pretreatment with the association of NAC plus DFX prevented the damage 

induced by d-AMPH in the prefrontal cortex and display partial protective effect in 



 

 

hippocampus in our experiment. Previous studies demonstrated that oxidative stress and 

mitochondrial dysfunction was decrease by this antioxidants association (Ritter et al., 2006, 

2004a). The protective effect of the NAC plus DFX treatment was also observed on carbon 

tetrachloride-induced acute hepatic failure (Ritter et al., 2004b) as well as in the 

lipopolysaccharide-induced acute lung injury in rats (Ritter et al., 2006). 

 In this study, NAC plus DFX also was able to reverse the d-AMPH-induced damage 

in hippocampus. However, NAC alone increased this damage in the same structure. The 

oxidative metabolism of NAC can generate thiol free radicals that have been increasingly 

considered as intermediates in process that may be involved in the development of biological 

damage resulting from oxidative stress. In vitro, NAC increases hydroxyl radical generation 

in a system with Fe(III)-citrate and H2O2 by reducing ferric iron to its catalytic, active Fe+2 

form (Sagrista et al., 2002). Ritter and colleagues (2006) supposed that the addition of DFX to 

the NAC regimen prevents its oxidation, and the occurrence of the Fenton chemistry reaction 

maintained by the iron recycling mediated by NAC. In contrast, in the reversal experiment, 

our results demonstrated that NAC plus DFX treatment increased the d-AMPH-induced 

damage in prefrontal cortex. Interestingly, in other studies were demonstrated that thiols 

glutathione and NAC widely used as antioxidants, in combination with BL2b show pro-

oxidant characteristics,  and induce apoptotic Hep-2 (cell cycle related antibody) cell death 

with the participation of extracellular iron (Solov'eva et al., 2007). In the present experiment 

of reversion, we did not observe effects in the treatment with DFX on the prefrontal cortex or 

hippocampus. In this experimental treatment, NAC also did not demonstrate effect in the 

prefrontal cortex. Differences between reversal and prevention experimental design may 

account for this paradoxal effects. Frey and colleagues (2006a; 2006b; 2006c) suggests that 

longer periods of induced manic-like hyperactivity are associated with more severe damages 

in brain. Thus, we suggested that either NAC or DFX alone was not able to revert the d-



 

 

AMPH-induced damage for longer period in the prefrontal cortex and hippocampus when 

administered after d-AMPH-induced maniac behavior in animals.   

 

Conclusions 

In conclusion, we have demonstrated that free radical scavengers such as NAC, 

DFX or both associated not modify d-AMPH-induced hyperactivity, but could reverse and 

protect against d-AMPH-induced oxidative stress, however this effect depende on the brain 

region analyzed and treatment regimen. 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Effect of antioxidants on d-AMPH induce hyperactivity and protein carbonyls 

in the reversal treatment on experimental model of mania. Rats were pretreated with d-

AMPH for 7 days and then treated with d-AMPH plus NAC, DFX or NAC plus DFX 

between the 8th and 14th days. Number of crossings (A) and rearings (B) was evaluated. 

The data was analyzed by one-way ANOVA, Tukey’s post hoc. Bars represent means; 

error bars represent standard error of the means (SEM) (n=15 for each group). P < 

0.001, *different of the group saline and **different of the group d-AMPH (Crossings - 

F = 11.99; Rearings - F = 12.01). The d-AMPH-induced protein carbonyls in the 

reversal model (C) (n=5 for each group).  P<0,0001*different of the group saline (F = 

12.239). SAL = saline; d-AMPH = D-amphetamine; NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 

 

Figure 2. Effect of antioxidants on d-AMPH induce hyperactivity and protein carbonyls 

in the prevention treatment on experimental model of mania. Rats were pretreated with 

NAC, DFX or NAC plus DFX for 7 days and then treated with plus d-AMPH the 8th 

and 14th days. Number of crossings (A) and rearings (B) was evaluated. The data was 

analyzed by one-way ANOVA, Tukey’s post hoc. Bars represent means; error bars 

represent standard error of the means (SEM) (n=15 for each group). P < 0.0001, 

*different of the group saline and **different of the group d-AMPH (Crossings - F = 

12.28; Rearings - F = 12.239). The d-AMPH-induced protein carbonyls in the reversal 

model (C) (n=5 for each group).  P<0,0001*different of the group saline (F = 12.239). 

SAL = saline; d-AMPH = D-amphetamine; NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 



 

 

Figure1- Reversal treatment 
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Figure 2- Prevention treatment 
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PARTE II 

 

4.  DISCUSSÃO 

 

Embora os mecanismos exatos pelos quais d-AMPH e metanfetamina induzem 

neurotoxicidade sejam desconhecidos, tem sido fortemente sugerido que estresse 

oxidativo possa estar envolvido através do aumento na produção de radicais livres 

(Richarte et al., 1983; O’Callaghan & Miller, 1994; Martinez et al. 2003; Brown & 

Yamamoto, 2003). 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a geração de 

ROS  e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo (Dalle-

Donne, 2006). O alvo celular primário do estresse oxidativo pode variar dependendo do 

tipo de célula, do nível e duração da produção de oxidantes, da espécie de ROS gerada e 

do sítio de geração (intracelular ou extracelular). As Espécies Reativas de Oxigênio 

podem oxidar vários substratos biológicos incluindo lipídios, ácidos nucléicos e 

proteínas, o que pode contribuir para o desenvolvimento de doenças crônicas (Dalle-

Donne, 2006). 

  A grande liberação de dopamina causada pela administração de AMPH ou 

metanfetamina (Coyle & Snyder, 1969; Ferris et al, 1972; Harris & Baldessarini, 1973; 

Heikkila et al., 1975; Holmes & Rutledge, 1976; Cadet et al., 2003; La Voie & 

Hastings, 1999; Stokes et al., 1999)   pode levar à formação de quinonas e radicais 

livres pela autooxidação da dopamina (Asanuma et al., 2003; La Voie & Hastings , 

1999; Stokes et al, 1999), levando à inibição de proteínas intracelulares, o que pode 

ocasionar dano celular (Brown & Yamamoto, 2003). Além da auto-oxidação, o 

metabolismo da dopamina pela monoaminaoxidase pode aumentar a produção de 



 

 

peróxido de hidrogênio e a produção de ROS por reações dependentes de ferro (Brown 

& Yamamoto, 2003). 

 O metabolismo da dopamina mediada pela monoaminaoxidase e a subseqüente 

formação de peróxido de hidrogênio também podem inibir a atividade da Cadeia 

Transportadora de Elétrons mitocondrial. Por exemplo, Berman & Hastings (1999) 

demonstraram que a dopamina inibe os complexos II-III da Cadeia Transportadora de 

Elétrons via formação de peróxido de hidrogênio induzida pela monoaminaoxidase. 

Frey et al (2006e) reportaram um aumento dos níveis de ânion superóxido (O2
-)  em 

partículas submitocondriais do córtex pré-frontal e hipocampo de ratos após exposição 

crônica à D-anfetamina, demonstrando um aumento na produção de ROS mitocondrial.  

Em outro estudo, foi demonstrado que a dopamina inibe Complexo I da ECT e 

este efeito é atenuado pelo quelante de ferro DFX (Ben-Shachar et al., 1995). 

Interessantemente, a perfusão de DFX em estriado de ratos também atenua a depleção 

duradoura de dopamina após um regime de quatro aplicações de metanfetamina 

(Yamamoto & Zhu, 1998).  

Altas doses de metanfetamina aumentam a liberação de glutamato no estriado, 

podendo levar à ativação de receptores de glutamato em terminais dopaminérgicos 

(Nash & Yamamoto, 1992; Abekawa et al., 1994; Tarazi & Baldessarini, 1999). A 

ativação de receptores de glutamato, particularmente receptores NMDA, leva a um 

massivo influxo de cálcio e alterações mitocondriais, assim como a um aumento na 

formação de superóxido (Schinder et al., 1996; Prehn, 1998). Portanto, a ativação de 

receptores glutamatérgicos em terminais dopaminérgicos pode levar à geração de 

radicais livres nestes neurônios. 

 A hipertermia pode contribuir para o aumento na produção de ROS visto que a 

prevenção da hipertermia induzida por metanfetamina atenua a formação de ROS no 



 

 

estriado (Fleckenstein et al, 1997). A Cadeia Transportadora de Elétrons é suscetível a 

altas temperaturas (Skonieczna et al.,1986; Lepock et al., 1987), assim, a hipertermia 

induzida por anfetaminas pode aumentar a formação de ROS pelo decréscimo na 

atividade da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. 

Os dados do presente trabalho mostraram que a hiperatividade locomotora 

induzida por anfetamina nos ratos não foi prevenida nem revertida pela administração 

de antioxidantes: NAC, DFX ou NAC+ DFX (figuras 1A, 1B, 2A, 2B).  Outros 

trabalhos obtiveram resultados discrepantes. Por exemplo, Park et al. (2006) 

demonstraram que DFX  preveniu totalmente a hiperlocomoção e, parcialmente, a 

hipertermia geradas pela administração de metanfetamina, corroborando os achados de 

Borisenko et al. (2000), onde foi demonstrado que DFX pode  prevenir as alterações 

locomotoras induzidas por um análogo  dopaminérgico (6-hydroxydopamine). Wan et 

al. (2006) mostraram que o tratamento com NAC não afetou a elevação de temperatura 

causada por d-AMPH, apesar de proteger contra o estresse oxidativo, sugerindo que a 

neurotoxicidade induzida pela d-AMPH poderia ser secundária à hipertermia gerada. 

Um estudo anterior a este (Fukami et al., 2004) demonstrou que o pré-tratamento com 

NAC atenuou tanto a hiperlocomoção quanto a hipertermia geradas pela administração 

de metanfetamina em ratos. A hipertermia causada por metanfetamina tem sido 

associada aos déficits dopaminérgicos produzidos. (Bowyer et al., 1994) 

Essas discrepâncias nos achados podem ser justificadas pelas diferenças 

metodológicas dos modelos animais utilizados. 

Estudos anteriores demonstraram que a neurotoxicidade dopaminérgica 

induzida pela administração de metanfetamina está associada com a formação de 

radicais livres (O’Callaghan & Miller, 1994; Richarte et al, 1983) ocorrendo o mesmo 

com d-AMPH (Martinez, 2003; Brown & Yamamoto, 2003). 



 

 

 Os dados do presente estudo mostram, tanto em hipocampo quanto em córtex 

pré-frontal, uma elevação dos níveis de carbonilação de proteínas (indicadores de 

estresse oxidativo), induzida pela administração de d-AMPH, tanto no tratamento por 7 

dias, quanto no tratamento por 14 dias (Figuras 1C e 2C). Estes dados estão em 

concordância com os achados de Frey et al.(2006 a), onde os autores encontraram um 

aumento na oxidação de proteínas em hipocampo e estriado de ratos tratados com uma 

única injeção de d-AMPH e  ratos tratados com injeções repetidas de  AMPH.  Gluck et 

al. (2001) reportaram que 4 aplicações de d-AMPH promoveram um aumento nos níveis 

de carbonilação de proteína em várias áreas cerebrais, 4 e 24 horas após a última 

aplicação. 

A carbonilação de proteínas é um dano oxidativo irreversível, freqüentemente 

levando à perda da função da proteína. As proteínas, como principais componentes dos 

sistemas biológicos, são os maiores alvos de radicais livres quando estes são formados, 

tanto em ambiente extracelular quanto intracelular ( Nystrom, 2005). A carbonilação de 

proteínas é o principal biomarcador de dano oxidativo em proteínas e reflete dano 

celular induzido por múltiplas formas de ROS (Dalla-Donne, 2006) 

Embora as modificações em proteínas provocadas por estresse oxidativo 

necessitem de maiores estudos para serem completamente compreendidas, a 

carbonilação em proteínas está bem caracterizada. Carbonilação é uma modificação 

irreversível e não-enzimática de proteínas, que pode ocorrer através de várias vias 

oxidativas. ROS (espécies reativas de oxigênio) podem reagir diretamente com a 

proteína ou podem reagir com moléculas como açúcares e lipídios, gerando produtos 

(RCS, espécies reativas carbonil) que reagem com a proteína. Portanto, a conseqüente 

perda da função de proteínas carboniladas pode ser a causa da subseqüente disfunção 

celular e danos aos tecidos (Dalla-Donne, 2006). 



 

 

A NAC tem sido usada terapeuticamente como antioxidante devido à sua 

propriedade de ser um precursor da glutationa (De Flora et al, 1991) , podendo também 

atuar diretamente reduzindo os níveis de ROS (espécies reativas de oxigênio) in vivo e 

in vitro (Aruoma et al, 1989). 

A DFX tem sido utilizada como agente terapêutico, com ação antioxidante, em 

muitos modelos animais para doenças humanas devido à sua ação como quelante de 

ferro (Halliwel, 1987; Halliwel, 1989). O ferro catalisa a formação de radicais livres 

(hidroxilas) a partir de peróxido de hidrogênio via reação de Fenton (Olanow, 1992; 

Kopin, 1992). 

No presente estudo, o pré-tratamento dos animais  com DFX preveniu a 

carbonilaçào de proteínas induzida pela administração de d-AMPH no córtex pré-frontal 

e hipocampo (Fig. 2C). O pré-tratamento com NAC + DFX também preveniu a 

formação de proteínas carbonil no córtex pré-frontal, contudo o pré-tratamento com 

NAC sozinho apenas reduziu o dano oxidativo (Fig. 2C) induzido pela AMPH. No 

hipocampo, o pré-tratamento com NAC preveniu a carbonilação de proteínas, o mesmo 

ocorrendo com o pré-tratamento com NAC+ DFX (Fig. 2C). 

Fukami et al (2004) demonstraram que o pré-tratamento com NAC atenuou 

significativamente a hiperlocomoção em ratos induzida por uma única aplicação de 

metanfetamina. No mesmo trabalho também foi demonstrado que o pré-tratamento com 

NAC  durante cinco dias atenuou significativamente o decréscimo de dopamina em 

estriado de ratos após quatro aplicações de metanfetamina, o que sugere uma ação 

preventiva de NAC devido à sua ação antioxidante, visto que estudos anteriores indicam 

que a neurotoxicidade dopaminérgica induzida pela metanfetamina está relacionada 

com o aumento na formação de radicais livres  (O’Callaghan & Miller, 1994;  Richarte 

et al, 1983). 



 

 

Wan et al ( 2006) demonstraram que a infusão direta de AMPH em estriado de 

ratos promove a formação de radicais hidroxila  e esse efeito é abolido pela aplicação de 

NAC.  Nesse  mesmo trabalho foi demonstrado que o tratamento com NAC atenuou a 

peroxidação lipídica e a depleção dopaminérgica induzidas pela administração de 

AMPH. 

Borisenko et al (1999) demonstraram que a administração de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) a camundongos resulta em liberação de ferro  da 

transferrina-férrica sérica  (Fe-Tf) . Nesse mesmo trabalho foi demonstrado também que 

o pré-tratamento com DFX, quelante de ferro, preveniu a hiperatividade induzida pela 

6-hidroxidopamina, o que sugere que o ferro liberado poderia provocar a geração de 

radicais livres e o uso de DFX poderia prevenir o dano oxidativo gerado. 

Park et al (2006) reportaram que o pré-tratamento com DFX em ratos, 

submetidos à aplicações repetidas de metanfetamina, atenuou tanto o decréscimo nos 

níveis de GSH estriatal quanto a depleção nos níveis de serotonina e dopamina estriatal. 

Nesse mesmo trabalho foi observado que o pré-tratamento com DFX também preveniu 

a peroxidação lipídica induzida pelas aplicações de metanfetamina. Esses resultados 

mostram que a quelação de ferro livre pela DFX pode bloquear a formação de radicais 

hidroxila induzida pela metanfetamina, reduzindo o estresse oxidativo. 

    Estudos anteriores mostraram que o aumento nos níveis de ferro no Sistema 

Nervoso Central em ratos está associado ao estresse oxidativo (Dal-Pizzol et al, 2001; 

Jiang et al, 2006) levando à degeneração e morte de neurônios dopaminérgicos, o que 

pode ser revertido por aplicações de DFX ( Jiang et al, 2006).    

A habilidade do quelante DFX em proteger contra neurodegeneração 

dopaminérgica também está evidenciada em outros trabalhos. Por exemplo, Ben-

Shachar et al (1991) demonstraram, em ratos, que o pré-tratamento com DFX leva à 



 

 

uma significante proteção contra a redução de dopamina estriatal induzida  por 6-

hidroxidopamina  e à normalização na liberação de dopamina. Os ratos pré-tratados com 

DFX e expostos à 6-hidroxidopamina mostraram, também, uma atividade 

comportamental semelhante ao do grupo controle, evidenciando o efeito protetor de 

DFX. 

Coerentemente com esses achados, os resultados do presente trabalho também 

evidenciam o efeito protetor do antioxidante  DFX, visto que os ratos pré-tratados com 

DFX e submetidos a uma aplicação diária de d-AMPH por 7 dias  não tiveram os níveis 

de carbonilação de proteínas aumentados significativamente em relação ao grupo 

controle, tanto no hipocampo quanto no córtex pré-frontal (Fig. 2C).  

Por sua vez, o pré-tratamento com a associação NAC mais DFX preveniu o 

dano oxidativo induzido pela d-AMPH totalmente no córtex pré-frontal e parcialmente 

no hipocampo (Fig. 2C).  

Estudos anteriores demonstraram que o estresse oxidativo e a disfunção 

mitocondrial podem ser reduzidos pela associação de NAC mais DFX. Por exemplo, 

Ritter et al (2004a) relataram que ratos submetidos à sepse induzida por CLP ( Ligação 

Cecal e Punção) e tratados com NAC mais DFX tiveram mortalidade reduzida 

significantemente em relação ao grupo não-tratado. Nesse trabalho, a associação NAC 

mais DFX reduziu as conseqüências do choque séptico pelo decréscimo no estresse 

oxidativo, evidenciado pelo decréscimo na peroxidação lipídica. Outro trabalho do 

mesmo grupo mostrou que ratos submetidos à sepse induzida por CLP e tratados com 

NAC mais DFX tiveram menor dano cognitivo que os não-tratados ou tratados 

isoladamento com NAC ou DFX (Barrichello et al, 2007). 

A ação protetora de NAC mais DFX também foi observada na falência 

hepática induzida por tetracloreto de carbono (Ritter et al, 2004b) assim como na injúria 



 

 

pulmonar aguda induzida por instilação de lipopolissacarídeo (LPS), onde os animais 

tratados com NAC mais DFX tiveram redução nos níveis de carbonilação de proteínas e 

TBARS e uma diminuição na produção de superóxido mitocondrial (Ritter et al, 2006). 

No experimento de reversão do presente estudo, a associação NAC mais DFX 

foi capaz de reverter o dano oxidativo induzido por d-AMPH no hipocampo (Fig. 1C), 

visto que os níveis de proteínas-carbonil no grupo tratado com NAC mais DFX e 

expostos à d-AMPH estavam diminuídos significantemente em relação aos animais 

expostos apenas à d-AMPH.  

Entretanto, no experimento de reversão, a administração de NAC sozinho 

aumentou de maneira significante o dano oxidativo induzido pela d-AMPH no 

hipocampo (Fig. 1C).  O metabolismo oxidativo de NAC pode gerar radicais livres. In 

vitro, NAC aumenta a geração de radicais hidroxila em um sistema com Fe (III)-citrato 

e H2O2 pela redução do ferro à sua forma catalítica, Fe+2, que atua na reação de Fenton 

(Sagrista et al, 2002). Ritter et al (2006) sugeriram que a associação de NAC mais DFX 

poderia prevenir a oxidação de NAC  através da quelação de ferro, diminuindo assim a 

formação de radicais hidroxila. 

No tratamento de reversão, a associação NAC mais DFX diminuiu 

significantemente o dano oxidativo induzido pela d-AMPH no hipocampo, mas, 

paradoxalmente, houve aumento do dano oxidativo no córtex pré-frontal (Fig. 1C). 

Solov’eva et al, 2007 demonstraram que GSH (glutationa) e NAC, agentes 

antioxidantes, podem ter propriedades pró-oxidantes quando combinadas com vitamina 

B12b, induzindo ao estresse oxidativo e causando apoptose celular em cultura de células  

Hep-2 (human carcinoma). Interessantemente, neste mesmo trabalho a administração de 

DFX  inibiu a morte celular causada pela associação de NAC e GSH com a vitamina 

B12b. 



 

 

No tratamento de reversão, não foram observadas efeitos de DFX no dano 

oxidativo induzido por d-AMPH no córtex pré-frontal nem no hipocampo. (Fig. 1C). 

Apesar de NAC ter aumentado significantemente, no hipocampo, o dano 

oxidativo induzido por d-AMPH , no córtex pré-frontal não foi observado esse efeito. 

Também em relação ao esquema de tratamento houve diferenças, uma vez que, no 

experimento de prevenção, NAC preveniu totalmente o dano oxidativo induzido por d-

AMPH, enquanto que no experimento de reversão, NAC aumentou o dano oxidativo 

induzido por d-AMPH. Essas discrepâncias podem ser creditadas às diferenças entre o 

modelo de reversão de mania e o modelo de prevenção de mania. 

Mais estudos são necessários para elucidar as ações de antioxidantes nas 

doenças neurodegenerativas como TAB. Neste sentido, o propósito deste estudo foi 

investigar os efeitos de antioxidantes, NAC e DFX, na atividade locomotora e nos 

níveis de oxidação de proteínas em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos submetidos 

a um modelo animal de mania. 

Em conclusão, foi demonstrado que substâncias antioxidantes, como DFX e 

NAC ou a associação NAC mais DFX não modificaram a hiperatividade induzida por d-

AMPH , mas puderam reverter e prevenir o estresse oxidativo induzido por d-AMPH. 

Contudo, estes efeitos de reversão e prevenção, variam de acordo com a região cerebral 

considerada e o regime de tratamento administrado aos animais. 

Mais estudos, focados na estratégia antioxidante em modelos animais para 

transtornos psiquiátricos, podem ser úteis para esclarecer tanto o envolvimento do 

estresse oxidativo na patofisiologia desses transtornos quanto o papel antioxidante dos 

fármacos utilizados.   
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