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ESTUDO DOS FATORES NEUROQUÍMICOS ASSOCIADOS AO EFEITO DO 
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ANFETAMINA 
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ORIENTADORA: Camila Simonetti Pase 
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Drogas psicoestimulantes são amplamente utilizadas em todo o mundo. Dentre elas, destacam-se as 

anfetaminas, as quais além de serem empregadas clinicamente, têm sido utilizadas como drogas 

recreativas. Atualmente, seu uso indiscriminado com fins recreacionais gera inúmeras preocupações 

devido a sua alta capacidade de desenvolver tolerância, reforço positivo, dependência e recaídas. O 

uso de drogas anfetamínicas também é capaz de desencadear processos oxidativos e danos celulares, 

principalmente em áreas cerebrais ricas em dopamina. Deste modo, a busca por alternativas que 

possam favorecer o tratamento de drogadição e reduzir os índices de recaída tornam-se 

imprescindíveis, considerando os prejuízos ocasionados por esse transtorno ao indivíduo, à família e à 

sociedade. O consumo de ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (AGPI n-3) têm mostrado 

influências benéficas na prevenção e tratamento de diversas doenças que afetam o sistema nervoso 

central. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência do óleo de peixe (OP), rico em 

AGPI-3, sobre parâmetros comportamentais de recaída, bem como seus efeitos sobre marcadores 

bioquímicos e moleculares em ratos previamente condicionados à preferência por anfetamina (ANF). 

Ratos Wistar foram separados em dois grupos experimentais: ANF (4 mg/kg, i.p.) e Veículo (solução 

salina - 0,9% NaCl, i.p.) e submetidos ao protocolo de preferência condicionada de lugar (PCL) por 14 

dias. Após o teste de PCL, a metade de cada grupo experimental foi tratada oralmente com OP (3g/kg, 

p.o.) ou água (grupo Controle) durante 14 dias por sonda esofágica. Após o período de 

tratamento/extinção à ANF, os animais que foram previamente condicionados com o fármaco foram 

re-expostos à ANF/Veículo por mais 3 dias e na sequência foi novamente realizado o teste de PCL. 

Um dia após o final das avaliações comportamentais, os animais foram eutanasiados e o córtex pré-

frontal (CPF) foi coletado para análises bioquímicas e moleculares. Os resultados encontrados 

mostram que o tratamento com OP reduziu o comportamento de recaída induzido pelo re-

condicionamento com ANF. O OP, rico em AGPI n-3, aumentou a incorporação de DHA nas 

membranas neuronais do CPF. Além disso, o tratamento com OP foi capaz de proteger o SNC contra 

os efeitos tóxicos da ANF, modulando os marcadores da cascata dopaminérgica (DAT, TH, VMAT2, 

D1R e D2R). Ainda, o FO reduziu os danos oxidativos induzidos pela ANF na mesma região cerebral. 

Em resumo, esse estudo fornece evidências de que um tratamento experimental com AGPI n-3 é capaz 

de alterar a neurotransmissão do sistema dopaminérgico, revertendo os efeitos neurotóxicos 

provocados pelo uso de ANF. Dessa maneira, este nutracêutico pode ser uma estratégia alternativa 

para auxiliar no tratamento de um importante problema de saúde pública. 

 

 

Palavras-chave: Ácidos graxos n-3. Drogas psicoestimulantes. Preferência condicionada de 

lugar. Sistema dopaminérgico. Estresse oxidativo.  
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Psychostimulant drugs are widely used all over the world. Among them, amphetamines are prominent 

which beyond to being used clinically have been used as recreational drugs. Currently, its 

indiscriminate use with recreational purposes raises many concerns due to its high ability to develop 

tolerance, positive reinforcement, addiction and relapse. The use of amphetamine drugs is also able to 

trigger oxidative processes and cellular damage, especially in brain areas rich in dopamine. Thus, the 

search for alternatives that may favor the treatment of drug addiction and reduce relapse rates become 

essential, considering the damages caused by this disorder to the individual, family and society. The 

consumption of omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA n-3) has shown beneficial influences in 

the prevention and treatment of various diseases affecting the central nervous system (CNS). The aim 

of this study was to evaluate the influence of fish oil (FO), rich in PUFA- n3, on behavioral parameters 

of relapse, as well as its effects on biochemical and molecular markers in rats previously conditioned 

to amphetamine (AMPH) preference. Wistar rats were separated in two experimental groups: AMPH 

(4 mg / kg, i.p.) and Vehicle (saline solution - 0.9% NaCl, i.p.) and submitted to the conditioned place 

preference (CPP) protocol for 14 days. After the CPP test, half of each experimental group was treated 

orally with FO (3g / kg, p.o.) or water (Control group) for 14 days by gavage. After the 

treatment/extinction period to the AMPH, the animals that were previously conditioned with the drug 

were re-exposed to the AMPH/Vehicle for another 3 days and in the sequence the CPP test was again 

performed. One day after the end of the behavioral evaluations, the animals were euthanized and the 

prefrontal cortex (PFC) was collected for biochemical and molecular analysis. The results show that 

treatment with FO reduced the relapse behavior induced by re-conditioning with AMPH. FO, rich in 

PUFA n-3, increased the incorporation of DHA into the neural membranes of the PFC. In addition, FO 

treatment was able to protect the CNS against the toxic effects of AMPH by modulating the 

dopaminergic cascade markers (DAT, TH, VMAT2, D1R and D2R). Furthermore, FO reduced 

oxidative damage induced by AMPH in the same brain region. In summary, this study provides 

evidence that an experimental treatment with PUFA n-3 is capable of altering the neurotransmission of 

the dopaminergic system, reversing the neurotoxic effects caused by the use of AMPH. Thus, this 

nutraceutical may be an alternative strategy to assist in the treatment of an important public health 

problem. 

 

 

Keywords: n-3 Fatty acids. Psychostimulant drugs. Conditioned place preference. 

Dopaminergic system. Oxidative stress. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 Esta dissertação está estruturada em seções dispostas da seguinte forma: Introdução, 

Desenvolvimento, Objetivos, Manuscrito Científico, Conclusão e Referências. No item 

INTRODUÇÃO e DESENVOLVIMENTO encontram-se considerações iniciais sobre o 

tema desenvolvido nesta dissertação. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências encontram-se inseridos no próprio manuscrito na seção MANUSCRITO 

CIENTÍFICO e representam a íntegra deste estudo. 

 Ao fim, encontra-se o item CONCLUSÃO, no qual há comentários gerais dos 

resultados contidos neste estudo. As REFERÊNCIAS dizem respeito somente às citações 

apresentadas no item INTRODUÇÃO e DESENVOLVIMENTO desta dissertação. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A adição é considerada uma doença, reconhecida pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS, 2008), caracterizada pelo uso abusivo de substâncias com comportamento de uso 

compulsivo, apesar das consequências negativas envolvidas e com alta tendência à recaída 

após interrupção do uso (KATZUNG et al. 2012; STAHL, 2014). A relação entre o homem e 

a drogadição pode ser acompanhada durante a história da humanidade, passando de um uso 

ritualístico na antiguidade para o consumo na modernidade, visando a busca de prazer e a 

atenuação imediata de desconfortos físicos, psíquicos ou até mesmo de pressão social 

(BARROS et al.2008). Atualmente, o uso indiscriminado de drogas lícitas e ilícitas apresenta 

um crescimento progressivo no mundo todo (UNODC, 2017), o que evidencia a adição como 

um grave problema de saúde pública capaz de causar prejuízos fisiológicos e psicológicos ao 

usuário, além de causar expressivos prejuízos monetários para a sociedade em geral 

(POTENZA et al. 2011; VOLKOW BALER e GOLDSTEIN, 2011). Dessa forma, a adição 

tem sido objeto de intensa pesquisa científica, visando a elucidação dos mecanismos 

neurobiológicos envolvidos nesse distúrbio e o desenvolvimento de novas medidas de 

prevenção e tratamento.   

A via dopaminérgica mesolímbica, também conhecida como via final do reforço e da 

recompensa no cérebro, tem sido evidenciada como o principal alvo das drogas de abuso 

(KATZUNG et al. 2012; STAHL, 2014). Essa via tem origem na área tegmental ventral 

(ATV) que faz projeções para o nucleus accumbens, amígdala, hipocampo e córtex pré-frontal 

(CPF) (FELTENSTEIN e SEE, 2008). De um modo geral, as drogas aditivas atuam ativando 

essa via e desencadeando diversas consequências neurobiológicas, conforme a fase envolvida 

(intoxicação, fissura, dependência, abstinência ou recaída) (GOLDSTEIN e VOLKOW, 

2002).  

Psicoestimulantes como as anfetaminas são utilizados com fins terapêuticos, 

entretanto, possuem potencial de abuso dependendo do contexto do seu emprego 

(WESTOVER, NAKONEZKY e HALEY, 2008). Na clínica médica, as anfetaminas e seus 

derivados são utilizados para o tratamento do transtorno de déficit de atenção e hiperatividade 

(TDAH), da narcolepsia e da obesidade mórbida (BERMAN et al.2009; CLEGG-

KRAYNOK, MCBEAN e MONTGOMERY-DOWNS, 2011). Por outro lado, outros 

derivados anfetamínicos, como o 3,4, metilenodioximetanfetamina (MDMA), a 

metanfetamina e a d-anfetamina, são amplamente utilizados com caráter abusivo 

(WESTOVER, NAKONEZKY e HALEY, 2008), sendo que estes, juntos, aparecem em 
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segundo lugar como droga mais utilizada mundialmente, de acordo com o Relatório Mundial 

sobre Drogas, publicado recentemente em 2017 (UNODC, 2017). As anfetaminas e seus 

correlatos agem por inibir a recaptação vesicular de dopamina (DA) e norepinefrina (NE) e 

por aumentar a sua liberação neuronal (ROBERTSON, MATTHIES e GALLI, 2009), sendo 

que, o seu uso recreativo é devido aos seus efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC), que 

incluem euforia, aumento da energia, necessidade reduzida de sono, aumento da 

autoconfiança e alerta (PHILLIPS, EPSTEIN e PRESTON, 2014). Por conseguinte, devido a 

todo impacto negativo decorrente da utilização destas substâncias sobre o indivíduo e a 

sociedade, torna-se importante o desenvolvimento de alternativas que possam contribuir para 

o tratamento da adição e em especial, da recaída. 

Diversos estudos têm evidenciado propriedades neuroprotetoras dos ácidos graxos 

poliinsaturados ômega-3 (AGPI n-3) (DENIS et al. 2015; GOMES et al. 2017; PRIOR e 

GALDUROZ, 2012). Dessa maneira, os AGPI n-3 têm sido vistos como potenciais formas de 

tratamento para uma variedade de distúrbios que afetam o SNC (FREEMAN et al.2006; 

JICHA e MARKESBERY, 2010; LOGAN, 2003; PALACIOS-PELAEZ, LUKIW e BAZAN, 

2010). Como são componentes importantes dos fosfolipídios das membranas celulares 

neuronais, exercem um papel fundamental sobre a manutenção da fluidez e da flexibilidade 

dessas, afetando a atividade de proteínas, como enzimas, transportadores e receptores 

(FOSTER, HARDY e ALANY, 2010; GOMES et al. 2017). O ácido alfa-linolênico (ALA, 

18: 3 n-3) e seus derivados, o ácido eicosapentaenoico (EPA, 20: 5 n-3) e ácido 

docosahexaenoico (DHA, 22: 6n-3) fazem parte da família AGPI n-3 (BARCELÓ-COBLIJN 

e MURPHY, 2009) e uma vez que esses ácidos graxos não podem ser sintetizados por 

mamíferos, devem ser adquiridos através da dieta, sendo encontrados em grandes quantidades 

em peixes marinhos e óleos de algumas sementes (IXTAINA et al. 2011; ZARARSIZ et al. 

2006).   

Sabe-se que os AGPI n-3 são capazes de afetar a neurotransmissão dopaminérgica 

(ZIMMER et al. 1999), a qual notoriamente desempenha um papel crucial nos mecanismos de 

recompensa (KATZUNG et al. 2012; STAHL, 2014).  Além disso, ensaios clínicos revelaram 

que alterações nos níveis de AGPI n-3 podem influenciar a vulnerabilidade a distúrbios 

afetivos, comportamentos de agressividade e sintomas de ansiedade, assim como a 

dependência de drogas (BUYDENS-BRANCHEY et al. 2003a; 2003b; BUYDENS-

BRANCHEY e BRANCHEY, 2008; BUYDENS-BRANCHEY, BRANCHEY e HIBBELN, 

2008).   
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Sendo assim, elucidar os efeitos e possíveis mecanismos envolvidos em um tratamento 

experimental com óleo de peixe, rico em AGPI n-3, na prevenção da recaída por anfetamina 

(ANF) é de extrema relevância, visto que poderá resultar em uma estratégia alternativa para o 

tratamento de um importante problema de saúde pública.  
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 ADIÇÃO 

 

A adição é um grave problema de saúde pública (POTENZA et al. 2011) com causas e 

consequências fisiológicas, psicológicas e sociais (NESTLER e AGHAJANIAN, 1997). 

Caracterizada pela procura compulsiva à droga, com perda do controle em limitar seu uso, a 

adição acarreta quadros de disforia, ansiedade e irritabilidade em situações as quais o uso da 

substância é impossibilitado (KOOB e LE MOAL, 1997; 2008). 

Estima-se que 5% da população adulta mundial, ou seja, 250 milhões de pessoas 

usaram drogas pelo menos uma vez em 2015. Ainda, mais preocupante é o fato de que cerca 

de 29,5 milhões destes indivíduos desenvolveram distúrbios relacionados ao uso de drogas 

(UNODC, 2017). A adição é um distúrbio psiquiátrico que envolve uma grande quantia em 

gastos públicos, como elevados custos médico-hospitalares, perda da produtividade do 

indivíduo dependente, além de altos custos sociais relacionados à criminalidade 

(MCLELLAN, 2017; UNODC, 2014).   

Considerada uma doença, a adição requer tratamento, porém, seja ele psicológico e/ou 

farmacológico, é frequentemente seguido de recaídas ou reincidências. Sabe-se que a 

ocorrência de recaída está relacionada a prejuízos neuropsiquiátricos que envolvem 

instabilidade emocional, depressão, anedonia, impulsividade, agressividade, déficit de 

atenção, entre outros (MAJEWSKA, 1996; PAU, LEE e CHAN, 2002). Apesar da intensa 

pesquisa e dos avanços científicos, os tratamentos farmacológicos até então desenvolvidos são 

bastante limitados e pouco eficazes (VALLOF et al. 2016), o que reforça a importância da 

pesquisa científica nesse sentido, considerando todos os impactos desse gravíssimo problema 

de saúde pública.  

 

2.2 RECAÍDA  

  

 Após um longo período de abstinência e/ou tratamento, a recaída pode ser 

desencadeada pela presença da droga em si, por pistas ambientais associadas à droga ou até 

mesmo pelo estresse (SHAHAN e HOPE, 2005). A recaída ao uso de drogas é o fator clínico 

mais difícil de ser controlado durante o tratamento da adição. Devido a sua complexidade, os 

modelos de tratamentos devem abranger diferentes tipos de intervenções, incluindo estratégias 
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distintas para abordar o problema, considerando os elementos sociais, psicológicos e 

biológicos envolvidos (KAPLAN e OUDEYER, 2007).  

Sabe-se que durante a adição ocorrem diversas neuroadaptações cerebrais, entretanto, 

os mecanismos neurobiológicos envolvidos nestes processos ainda não estão totalmente 

esclarecidos. O uso agudo da droga provoca alterações de membrana e também 

citoplasmáticas, as quais geralmente são locais e passageiras. Entretanto, elas desencadeiam a 

ativação de fatores de transcrição da função gênica celular, os quais resultam em mudanças 

morfológicas e funcionais duradouras (KOOB, SANNA e BLOOM, 1998). Por sua vez, o uso 

crônico também é capaz de afetar importantes fatores de transcrição desencadeando alterações 

da expressão gênica de proteínas envolvidas na transdução de sinal e/ou neurotransmissão, 

podendo assim levar a modificações do funcionamento das células cerebrais alvos da droga e 

em respostas neuronais alteradas (CARLEZON, DUMAN e NESTLER, 2005). Acredita-se 

que essas adaptações moleculares e celulares de longa duração contribuam para a compulsão 

pela droga e também para as recaídas, mesmo muito tempo após a interrupção do uso da 

substância (CHOU e NARASIMNHAN, 2005). 

 

2.3 DROGAS PSICOESTIMULANTES 

 

Drogas psicoestimulantes têm sido amplamente utilizadas em todo mundo (UNODC, 

2017) e o seu uso está relacionado aos efeitos por essas proporcionados. Em geral, os 

psicoestimulantes apresentam como efeitos principais o aumento da vigília, redução da 

sensação de fadiga e ainda alguns proporcionam melhora na cognição a curto prazo. Esses 

efeitos são observados em caso de administrações agudas e em doses baixas a moderadas. 

Doses elevadas ou longos períodos de uso desencadeiam sintomas como excitação e euforia, 

podendo provocar até episódios psicóticos, com a ocorrência de alucinações e delírios 

(BOUTREL e KOOB, 2004; KUMAR, 2008; QU et al. 2008; RANG et al. 2016; VOLKOW 

et al. 2009). Ainda, o uso de psicoestimulantes promove sintomas físicos como inquietação, 

tremores, inibição da motilidade gastrointestinal, taquicardia, hipertensão, sendo que em casos 

mais graves é capaz de levar a insuficiência cardíaca, acidente vascular encefálico e 

convulsões (STAHL, 2014; CARVALHO et al. 2012). São exemplos de fármacos 

psicoestimulantes a ANF e a cocaína (STAHL, 2014). 

 

 

 



19 
 

 

2.4 ANFETAMINA E SEUS EFEITOS SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

A ANF é uma amina simpaticomimética que exerce poderosas ações estimulantes 

sobre o SNC. (HILAL-DANDA e BRUNTON, 2015). Em sua estrutura química (Figura 1) 

apresenta um anel benzênico com uma cadeia lateral de hidrocarbonetos e um grupamento 

amino possuindo um grupamento alfa-metil. Outros psicoestimulantes do tipo anfetamínicos 

também compartilham essa estrutura básica.  

 

Figura 1 - Estrutura química da Anfetamina. 

 

 

Fonte: (SITTE e FRESSMUTH, 2015). 

 

Drogas psicoestimulantes como as anfetaminas constituem uma entidade terapêutica 

em determinados casos, entretanto, também são passíveis de abuso, dependendo do contexto 

do seu emprego (LILE, ROSS e NADER, 2005; WESTOVER, NAKONEZKY e HALEY, 

2008). Dentre as anfetaminas de uso lícito com prescrição médica estão os anorexígenos 

anfetamínicos, como a anfepramona e o femproporex, e os derivados anfetamínicos utilizados 

no tratamento do Transtorno do Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH), como o 

metilfenidato e a lisdexanfetamina (BERMAN et al. 2009; CLEGG-KRAYNOK, MC BEAN 

e MONTGOMERY-DOWNS, 2011). Por outro lado, as ANF como a 3,4-

metilenodioximetanfetamina (MDMA), popularmente conhecida como êcstasy, a d-

anfetamina e a metanfetamina são de uso ilícito e apenas utilizadas com propósito de abuso 

(HOWARD et al. 2010; TIEGES et al. 2009). Segundo o último Relatório Mundial sobre 

Drogas, publicado em 2017, estima-se que 37 milhões de indivíduos tenham feito o uso de 

anfetaminas lícitas indevidamente ou ilícitas no ano de 2015 (UNODC, 2017).  

Absorvidas rapidamente no trato gastrointestinal e pela mucosa nasal, as anfetaminas 

penetram livremente pela barreira sangue/cérebro, o que explica seus efeitos acentuados sobre 

o SNC (RANG et al. 2016). A administração oral de doses clinicamente apropriadas de ANF 
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promove um bloqueio dos transportadores de dopamina (DAT), transportadores de 

noradrenalina (NAT) e transportadores de serontonina (SERT). A droga atua como um 

inibidor competitivo e um pseudosubstrato desses transportadores, se ligando ao mesmo sítio 

das monoaminas. Em decorrência disso ocorre uma inibição da recaptação de dopamina (DA), 

noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) (KUCZENSKI et al. 1995; STAHL, 2014; SULZER, 

2011). A ANF tem isômeros, o destrógiro (d) e o levógiro (l). O isômero d é mais potente que 

o isômero l para ligação ao DAT, no entanto, ambos têm potência de ação equivalente para 

ligação ao NAT. Dessa forma, os sais mistos de d,l-anfetamina possuem ação 

consideravelmente maior sobre o DAT do que sobre o NAT (STAHL, 2014). 

Quando utilizada em altas doses, como no caso do uso abusivo, a ANF desencadeia 

outros efeitos. Além de competir com as monoaminas devido a sua semelhança estrutural e 

atuar como substrato para os seus transportadores, a ANF entra no neurônio pré-sináptico 

(CAO et al. 2016). Ou seja, após a inibição competitiva do DAT, a ANF é transportada para o 

terminal dopaminérgico pré-sináptico onde pode atuar como inibidor competitivo do 

transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2), o que acarreta na liberação de DA das 

vesículas para o citoplasma, elevando assim  as concentrações citoplasmáticas de DA. Ainda, 

a ANF atenua a degradação das monoaminas por inibir a atividade da enzima monoamina 

oxidase (MAO), reduzindo o metabolismo citosólico da DA e aumentando ainda mais suas 

concentrações no citoplasma (CAO et al. 2016; STAHL, 2014; SULZER, 2011). Uma vez 

liberada, essa DA pode se acumular no citoplasma do neurônio pré-sináptico e sofrer auto-

oxidação (HERMIDA-AMEIJEIRAS, 2004), além de promover a abertura dos canais pré-

sinápticos e de inverter a direção do DAT, liberando mais DA na sinapse (CAO et al. 2016). 

Quaisquer dessas ações não estão relacionadas a nenhuma ação terapêutica da ANF, e na 

verdade corroboram para os efeitos de reforço, recompensa e euforia, e consequentemente 

para o abuso de drogas (TEIXEIRA-GOMES et al. 2015; CAO et al. 2016).     

O aumento das monoaminas provocado pela ANF desencadeia diversas 

consequências, devido ao fato de os neurônios dopaminérgicos serem encontrados em várias 

áreas cerebrais (WISE, 2004; CAO et al. 2016). Acredita-se que o uso destas substâncias pode 

provocar neuroadaptações no sistema mesolímbico-mesocortical, o qual está intimamente 

relacionado a mecanismos de recompensa, contribuindo assim para a dependência (HOOKS 

et al. 1993; ROBINSON e BERRIDGE, 1993).  
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2.5 VIA MESOLÍMBICA DOPAMINÉRGICA 

  

 As substâncias psicoativas que acarretam dependência são conhecidas por ativarem a 

via mesolímbica dopaminérgica, também conhecida como via de recompensa (RANG et al. 

2016), provocando a liberação de DA de uma forma mais explosiva e prazerosa do que a 

liberação ocorrida naturalmente no estriado ventral ou nucleus accumbens, região denominada 

como ―centro da recompensa ou centro do prazer hedônico‖ (STAHL, 2014). Essa via tem 

origem na ATV, localizada na extremidade do tronco cerebral, projetando-se até o nucleus 

accumbens, amígdala, hipocampo e CPF (Figura 2) (FELTSTEIN e SEE, 2008).   

 

Figura 2 - Vias dopaminérgicas cerebrais: (a) Via nigroestriatal, (b) Via mesolímbica, (c) Via  

mesocortical, (d) Via tuberoinfundibular e (e) Via de múltiplos locais, ainda com  

função não elucidada. 
 

 

Fonte: (STHAL, 2014).  

 

Como diferentes circuitos cerebrais estão envolvidos, as consequências 

neurobiológicas podem ser distintas em cada fase envolvida na adição (intoxicação, fissura, 

dependência e abstinência), visto que as alterações que ocorrem nos níveis de monoaminas 

são responsáveis por diversos efeitos que acometem desde a cognição até o comportamento 

motor (GOLDSTEIN e VOLKOW, 2002; WISE, 2004). 

Seguramente a DA é um neurotransmissor importante envolvido na adição (BAIK, 

2013). Sua síntese dá-se a partir do aminoácido tirosina, que uma vez conduzido para dentro 

do terminal dopaminérgico através do transportador de tirosina é convertido à DA, por meio 

da ação de várias enzimas. Dessas, a mais importante e também a enzima limitante do 
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processo é a tirosina hidroxilase (TH). Após sua síntese, a DA é estocada em vesículas pelo 

VMAT2, até a sua liberação na sinapse durante a neurotransmissão. A DA liberada pode ser 

transportada novamente para dentro do neurônio pré-sináptico através do DAT, onde poderá 

ser armazenada nas vesículas sinápticas para futuro uso ou ainda dentro do terminal pré-

sináptico, poderá ser degradada pela MAO. Extracelularmente, a DA poderá ser destruída 

através da enzima catecol-O-metil-transferase (COMT) (RANG et al. 2016). 

São os receptores pré-sinápticos dopaminérgicos tipo D2 (D2R) os responsáveis pelo 

feedback negativo nos terminais pré-sinápticos. Por outro lado, os receptores pós-sinápticos 

dopaminérgicos tipo D1R, D2R, D3R, D4R e D5R regulam a neurotransmissão cada qual 

com distintas ações. Expressos em diferentes quantidades em diversas áreas cerebrais, esses 

receptores são transmembrana e acoplados a proteína G. Os D1R e D5R ligam-se a Gs e 

subsequentemente estimulam a adenilatociclase e ativam a proteína quinase A (PKA). Os 

demais receptores, D2R, D3R e D4R são acoplados a proteína Gi e, por conseguinte, ativam 

canais de potássio, além de inibir os canais de cálcio e a adenilatociclase (RANG et al. 2016).   

 A exposição crônica as drogas anfetamínicas é capaz de causar um efeito molecular 

duradouro e adaptações celulares no sistema dopaminérgico, o que pode contribuir para o uso 

compulsivo e descontrolado. Em vista disso, o sistema dopaminérgico é um alvo importante e 

uma estratégia para o desenvolvimento de tratamentos para a adição (CAO et al. 2016).     

 

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Sabidamente, o uso de ANF resulta em níveis elevados de DA nas sinapses, os quais 

são uma fonte para a produção de espécies reativas (ER) no cérebro (SULZER et al. 2005). 

As ER podem ser definidas como átomos ou moléculas de alta instabilidade que rapidamente 

reagem podendo provocar danos a proteínas, lipídios e ao DNA (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007). A DA pode ser metabolizada através da desaminação oxidativa, 

catalizada pela MAO, ou pela sua auto-oxidação, resultando na geração de ER como o ânion 

superóxido (O2
-
), peroxinitrito (ONOO

-
), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido 

dihidroxifenilacético ou ainda pode sofrer hidroxilação enzimática na presença do íon ferro 

(Fe
2+

) e H2O2, acarretando na formação do metabólito tóxico 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

(CHIUEH et al. 1992; HERMIDA-AMEIJEIRAS et al. 2004; CAO et al. 2016).   

O excesso de ER é combatido pelo organismo através de um sistema de defesas 

antioxidantes que atuam na inativação ou detoxificação desses compostos. Quando a 

produção de ER é exacerbada e excede a capacidade das defesas antioxidantes endógenas 
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como a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD) 

(CADET et al. 2007; YAMAMOTO e RAUDESNKY, 2008), instala-se um quadro 

denominado estresse oxidativo (EO). O EO geralmente é resultante da prevalência da geração 

de ER em detrimento da sua degradação ou inativação através das defesas antioxidantes 

(BERK et al., 2011).  

Acredita-se que o estresse oxidativo originado a partir da desregulação dos níveis de 

dopamina é responsável por uma considerável parte dos efeitos deletérios causados pela ANF 

(TOBOREK et al. 2013). Essa hipótese é sustentada por diversos estudos que evidenciam o 

envolvimento do EO na adição por ANF (DIAS et al. 2016; SEGAT et al. 2014; 2016; 2017; 

STEINKELLNER et al. 2011; TUNG et al. 2017; YAMAMOTO e RAUDENSKY, 2008).  

 

2.7 ÁCIDOS GRAXOS 

 

 Os ácidos graxos (AG) e seus derivados, como os triacilglicerois e os fosfolipídeos são 

exemplos de lipídios. Eles são biomoléculas compostas por carbono, hidrogênio e oxigênio, 

fisicamente caracterizadas por serem insolúveis em água e solúveis em solventes orgânicos 

(AMABIS e MARTHO, 2004). Possuem função de reserva energética e compõem membranas 

celulares, além de exercerem um papel fundamental na sinalização celular e de serem 

precursores de moléculas bioativas como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos 

(ALBERTS et al. 2004; COOPER e HAUSMAN, 2007; RIEMER et al. 2009) 

Os AG são classificados de acordo com as ligações moleculares presentes em sua 

cadeia carbonada. A ausência de dupla ligação caracteriza os AG saturados. Por outro lado, a 

presença de apenas uma dupla ligação determina os AG monoinsaturados e a ocorrência de 

mais de uma dupla ligação designa os ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) (BOTHAM e 

MAYES, 2007). Os AGPI são importantes constituintes de membranas celulares e a presença 

de múltiplas duplas ligações de carbono em sua cadeia dificultam a interação molecular, 

proporcionando característica líquida a esses AG à temperatura ambiente. Essa é uma 

relevante propriedade física requerida para a manutenção da flexibilidade da bicamada 

lipídica das membranas celulares (CHALON, 2006; HULBERT, RANA e COUTURE, 2005; 

INNIS, 2007). 

 

2.8 ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS 
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Conforme a posição da primeira insaturação, os AGPI podem ser classificados como, 

por exemplo, AGPI n-3 e AGPI n-6, cuja insaturação encontra-se no terceiro e sexto carbono, 

respectivamente, enumerado a partir do grupo metil terminal (MIRNIKJOO et al. 2001). Os 

principais AGPI encontrados na natureza são o ácido α-linolênico (ALA, 18:3 n-3) e o ácido 

linoleico (LA 18:2 n-6), precursores dos ácidos graxos de cadeia longa (LC-AGPI) das 

famílias ômega-3 e ômega-6, respectivamente. O ALA é precursor do ácido 

docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) e eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), considerados os 

principais AGPI n-3. O LA dá origem ao ácido araquidônico (AA, 20:4 n-6) da família AGPI 

n-6. (CARRIE et al. 2000; INNIS, 2007; SU et al. 2003) (Figura 3). 

 

Figura 3 – Principais representantes dos AGPI n-3 e n-6 

 

 

Ácido α-linolênico (ALA; 18:3 n-3) 

 

Ácido Eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) 

 

Ácido Docosahexaenoico (DHA; 22:6 n-3) 

 

 

Ácido Linoleico (LA; 18:2 n-6) 

 

 

Ácido Araquidônico (AA; 20:4 n-6) 
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O ALA e o LA são considerados AG essenciais devido ao fato de não poderem ser 

sintetizados e interconvertidos pelo organismo de mamíferos, visto que estes não possuem as 

enzimas Δ12dessaturase e Δ15dessaturase (enzimas envolvidas na síntese dos LC-AGPI), 

devendo, portanto, serem obtidos unicamente através da dieta alimentar (BOURRE, 2004; 

OKEN e BELFORT, 2010). Os AGPI n-3 podem ser encontrados na carne de peixes 

marinhos (sardinha, salmão e truta), óleos e demais produtos derivados de pescado, nozes e 

em menores quantidades em óleos vegetais (chia, canola e linhaça) (IXTAINA et al. 2011; 

SOCCOL, HEIDMANN e OETTERER, 2003; WAINWRIGHT, 1992), enquanto que os 

AGPI n-6 estão presentes em grande quantidade na maioria dos tipos de óleos vegetais (soja, 

girassol e milho) (MCCUSTER e GRANT-KELS, 2010).  

As séries n-3 e n-6 dependem das mesmas enzimas para a produção de seus derivados 

de cadeia longa (MCCUSKER e GRANT-KELS, 2010; SALEM et al. 1999). São duas vias 

distintas as responsáveis pela produção dos AGPI n-3 e AGPI n-6 de cadeia longa (Figura 3) a 

partir dos AG de cadeia curta ALA e LA, sendo que os componentes destas duas classes não 

são interconversíveis. Dessa maneira, por meio de várias etapas de síntese: dessaturação 

(adição de dupla ligação), elongação (adição de duas unidades de carbono), dessaturação e 

parcial peroxissomal β-oxidação, o AA, um AGPI n-6 de cadeia longa, é produzido a partir do 

LA, um AGPI n-6 de cadeia curta. Semelhantemente o DHA e o EPA, ambos AGPI n-3 de 

cadeia de longa, são originados pelo mesmo processo descrito anteriormente, a partir do ALA, 

um AGPI n-3 de cadeia curta (SALEM et al. 1999). Cerca de 5% a 10% do ALA pode ser 

convertido em EPA e 1% em DHA (ANDERSON e MA, 2009; JUMP, 2002; SARSILMAZ 

et al. 2003), contudo, ambos também podem ser obtidos através dos alimentos (BURR, 2000). 

Embora o ALA seja precursor para a síntese de EPA e DHA, a conversão EPA a DHA é 

ineficiente (GRIMSGAARD et al. 1997). Pelo contrário, a retroconversão de DHA a EPA é 

possível (BROSSARD et al. 1996). No todo, a taxa de conversão de EPA e DHA a partir de 

ALA é baixa (ANDERSON e MA, 2009) e varia entre indivíduos (JUMP, 2002), além de ser 

mais limitada em homens jovens do que em mulheres jovens (BURDGE, JONES 

eWOOTTON, 2002, SMIT et al. 2003). Sendo assim, para atingir os níveis adequados de 

EPA e DHA, estes precisam ser obtidos a partir de suplementação e/ou da dieta.       
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Figura 4 – Via metabólica dos ácidos graxos essenciais de cadeia longa 

 

 

 

Fonte: (Adaptado de LAURITZEN et al., 2001) 

 

 Os AGPI n-3 e n-6 de cadeia curta, ALA e LA, como já mencionado anteriormente, 

competem pelas enzimas envolvidas nas reações de dessaturação e alongamento de cadeia 

para a produção de seus derivados de cadeia longa. Embora essas enzimas tenham maior 

afinidade pelos AGPI n-3, a conversão do ALA é fortemente influenciada pelos níveis de LA 

da dieta, sendo que dietas com elevado teor de AGPI n-6 podem reduzir a conversão de AGPI 

n-3 em até 40% (EMKEN, ADLOF e GULLEY, 1994). Em virtude da prevalência de AGPI 

n-6 e da deficiência de AGPI n-3 em sua composição, atualmente a dieta ocidental apresenta 

uma elevada relação n-6/n-3 (DAS, 2006). Tal fato pode estar relacionado à prevalência de 

diversas patologias como câncer, diabetes, doenças cardiovasculares, além de desordens e 

doenças que afetam o SNC (SIMOPOULOS, 2003; VIOLA e VIOLA, 2009). Tendo em vista 

isso, é importante que os AGPI n-3 e n-6 estejam presentes em uma proporção correta na 

dieta.  
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2.9 ÁCIDOS GRAXOS E O SNC 

 

 O encéfalo humano é em sua estrutura composta por cerca de 60% de lipídios 

(SINCLAIR et al. 2007), sendo o DHA o principal componente dos fosfolipídios das 

membranas neuronais, compreendendo aproximadamente 17% do total de AG nesses tecidos 

(HORROCKS e FAROOQUI, 2004). Logo, o DHA é um dos grandes responsáveis pela 

fluidez necessária para a execução de funções celulares dependentes de membranas como 

síntese de fosfolipídios (SALEM et al. 2001), cascatas de sinalização, atividades de proteínas 

enzimáticas, bem como de receptores de membrana, além de transição e expressão gênica 

(BOURRE, 2004; CALDER, 2006; CALDERON e KIM, 2004; HASHIMOTO et al. 2006; 

HORROCKS e FAROOQUI, 2004; LANE e BAILEY, 2005; STILLWELL et al. 2005; WU, 

YING e GOMEZ-PINILLA, 2008).  

Estudos têm mostrado que uma baixa disponibilidade desse AG pode interferir no 

crescimento neuronal (AHMAD, MORIGUCHI e SALEM, 2002; CALDERON e KIM, 

2004), sendo capaz até mesmo de afetar a liberação de neurotransmissores (ZIMMER et al. 

2002; CHALON, 2006). Estudos com animais também mostram que a deficiência de AGPI n-

3 influencia a função dopaminérgica em áreas como o córtex frontal (ZIMMER et al. 2000) e 

que mudanças no comportamento devido a suplementação desses AG são em parte associadas 

a modificações na neurotransmissão monoaminérgica (CHALON, 2006; DU BOIS, DENG e 

HUANG, 2005; OHARA, 2007). 

Atualmente é bastante aceito que os AGPI n-3 possuem um valoroso papel em 

diversas vias neurais e que sua deficiência pode estar relacionada com o desenvolvimento de 

muitos distúrbios psiquiátricos, como depressão, transtorno bipolar, transtorno de ansiedade e 

esquizofrenia (HORROBIN, 1998; KESHAVAN, ANDERSON e PETTEGREW, 1994; 

ROSS, 2009;WURTMAN, O‘ROURKE e WURTMAN, 1989). Por outro lado, a 

suplementação adequada de AGPI n-3 apresentou efeitos benéficos no tratamento de 

transtornos psiquiátricos, como transtorno de déficit de atenção e hiperatividade 

(RICHARDSON e PURI, 2002), transtorno bipolar (FREEMAN et al. 2006), depressão 

(LOGAN, 2003) e doenças neurodegenerativas (JICHA e MARKESBERY, 2010; 

PALACIOS-PELAEZ, LUKIW e BAZAN, 2010), do mesmo modo que em doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo (BARCELOS et al. 2010; 2011). A respeito dos demais 

distúrbios psiquiátricos, incluindo transtornos por uso de substâncias, os dados até o presente 

momento ainda são escassos e inconclusivos (BOZZATELLO et al. 2016). O que se sabe até 

então é que a suplementação com DHA é capaz de reverter determinadas alterações 
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provocadas pelo uso de drogas (CANSEV, 2016; CHANG et al. 2015; DYALL e MICHAEL-

TITUS, 2008; ECKERT, LIPKA e MULLER, 2013; LIU et al. 2008),além de se mostrar 

suficiente para diminuir o estresse, ansiedade e agressividade, comportamentos 

constantemente associados a quadros de recaída (BUYDENS-BRANCHEY et al. 2003b; 

BUYDENS-BRANCHEY e BRANCHEY, 2008; KUHN et al. 2015). 

 

2.10 MODELO ANIMAL EM ESTUDO NEUROFARMACOLÓGICO DE ADIÇÃO 

 

Diversos estudos têm utilizado roedores em modelos animais a fim de explorar os 

processos envolvidos na adição e esclarecer efeitos comportamentais, neuroquímicos e 

fisiológicos (ARES-SANTOS et al. 2012; MOREIRA-SILVA et al. 2014), dentre eles, 

estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa (ANTONIAZZI et al. 2014a; 2014b; DIAS et 

al. 2017; KUHN et al. 2015; MILANESI et al. 2017; ROVERSI et al. 2016; SEGAT et al. 

2014; 2016; 2017; VEY et al. 2015). A exposição repetida à ANF tem sido empregada como 

um modelo animal experimental de alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas 

por psicoestimulantes em ratos (CAMP, DE JONGHE e ROBINSON, 1997; FREY, 2006; 

KAUER-SANTÁNNA et al. 2007). Nesse sentido, a preferência condicionada de lugar (PCL) 

é um modelo comumente utilizado para compreender fenômenos como o reforço e a recaída 

por drogas (CRUZ, MARIN e PLANETA, 2008; KUHN et al. 2013).  

A PCL é um paradigma clássico fundamentado no condicionamento estímulo-

ambiente e que envolve a exposição passiva à substância (SANCHIS-SEGURA e 

SPANAGEL, 2006; TZSCHENTKE, 2007). O teste de PCL utiliza contextos ambientais 

distintos e originalmente neutros, que após serem apresentados repetidamente na presença de 

uma substância com potencial abusivo, por meio da associação contexto ambiental-droga, 

adquirem propriedades de reforço, instaurando a PCL pela droga (EVERITT e ROBBINS, 

2005). Esse modelo apresenta semelhança com o condicionamento clássico pavloviano 

(TZSCHENTKE, 1998), que consiste na ideia de que um estímulo condicionado é um 

estímulo previamente neutro que, após tornar-se associado com o estímulo incondicionado, 

desencadeia uma resposta incondicionada. É inerente que outras espécies animais, assim 

como os seres humanos, tenham preferência por alguns lugares sobre os outros, e isso pode 

ser devido a características sensoriais particulares do local ou pode ser adquirido como 

consequência de eventos associados a tais locais (HUSTON et al. 2013). Os diferentes 

fenômenos envolvidos na adição são fatores intensamente influenciados por sugestões 

ambientais, servindo de base para o paradigma de PCL, onde o animal relaciona as pistas 
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ambientais (do lugar) com os efeitos hedônicos da droga (MCCORVY et al. 2011). Portanto, 

o aparato de PCL é uma ferramenta útil para a avaliação de efeitos comportamentais 

implicados na exposição a drogas de abuso.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

  

 Avaliar a influência do tratamento com OP, rico em AGPI n-3, sobre parâmetros de 

recaída à droga, assim como, seus efeitos bioquímicos e moleculares em ratos previamente 

condicionados e re-expostos à ANF.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 - Investigar a influência do tratamento com OP sobre parâmetros comportamentais de 

recaída após re-condicionamento à ANF; 

 - Examinar o perfil de AG no CPF de ratos expostos à ANF, submetidos ao tratamento 

com OP e re-expostos à ANF. 

 - Analisar marcadores do status oxidativo no CPF de ratos expostos à ANF, tratados 

com OP e re-expostos à droga; 

 - Avaliar marcadores moleculares dopaminérgicos envolvidos na drogadição no CPF 

de ratos expostos à ANF e submetidos ao tratamento com OP, com posterior re-exposição à 

droga.  
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4 MANUSCRITO CIENTÍFICO 

 

Os resultados inseridos nesta dissertação apresentam-se sob a forma de manuscrito 

científico, o qual encontra-se aqui estruturado sob o título: ―Omega-3 decreases D1 and D2 

receptors expression in the prefrontal córtex and prevents amphetamine-induced conditioned 

place preference in rats‖. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências, 

encontram-se inseridos no próprio manuscrito.  
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Abstract  

 

 Amphetamine (AMPH) abuse is a serious public health problem due to the high 

addictive potential of this drug, whose use is related to severe brain neurotoxicity and memory 

impairments. So far, therapies for psychostimulant addiction have had limited efficacy. 

Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) have shown beneficial influences on the 

prevention and treatment of several diseases that affect the central nervous system. Here, we 

assessed the influence of fish oil (FO), which is rich in n-3 PUFA, on withdrawal and 

relapsesymptoms following re-exposure to AMPH. Male Wistar rats received d,l-AMPH or 

vehicle in the conditioned place preference (CPP) paradigm for 14 days. Then, half of each 

experimental group was treated with FO (3g/kg, p.o.) for 14 days. Subsequently, animals were 

re-exposed to AMPH-CPP for three additional days, in order to assess relapse behavior. Our 

findings have evidenced that FO prevented relapse induced by AMPHreconditioning. While 

FO prevented AMPH-induced oxidative damages in the prefrontal cortex, molecular assays 

allowed us to observe that it was also able to modulate dopaminergic cascade markers (DAT, 

TH, VMAT-2, D1R and D2R) in the same brain area, thus preventing AMPH-induced 

molecular changes. To the most of our knowledge, this is the first study to show a natural 

alternative tool which is able to prevent psychostimulant relapse following drug withdrawal. 

This non-invasive and healthy nutraceutical may be considered as an adjuvant treatment in 

detoxification clinics. 

 

Keywords: Addiction. Amphetamine. Conditioned place preference. Fish oil. Dopamine. 

Prefrontal cortex. 
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1 Introduction 

 

 Addiction to psychostimulants, a common cause of mortality and morbidity, is a 

relevant health problem for both society and individuals [1]. Amphetamine-like 

psychostimulants, including 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), 

methamphetamine (METH) and D-amphetamine, are the second most commonly used drugs 

worldwide with a significant potential for abuse and addiction. It is estimated that in 2015, 37 

million people made use of these substances, according to the World Drug Report [2]. The 

typical recreational use of amphetamines (AMPH) is due to their effects on the central 

nervous system (CNS), which includes euphoria, reduced need for sleep, increased energy, 

increased self-confidence and alertness [3]. AMPH and its correlates inhibit vesicular 

reuptake of dopamine (DA) and norepinephrine (NE) and increase their neuronal release [4]. 

DA is an important neurotransmitter involved in reward [5], since altered 

dopaminergic neurotransmission is a pivotal mechanism underlying addiction [6]. Notably, 

the mesolimbic dopaminergic pathway, which is originated in the ventral tegmental area and 

projected to the nucleus accumbens, amygdala, hippocampus and prefrontal cortex (PFC) [7], 

is involved in the rewarding effects of psychostimulants such as AMPH [8]. It is well 

established that D1 receptors are involved in addiction development, whereas D2 receptors 

are implicated in reinforcement symptoms [9]. The presence of a considerable number of 

neurons expressing both D1 and D2 receptors in the frontal cortex [10] gives support to the 

importance of this brain area in the dopaminergic reward system [6]. 

 Addiction to psychostimulant drugs is a chronic and relapsing disease frequently 

related to the development of neuropsychiatric conditions including impulsivity, 

aggressiveness, anecdote, depression and emotional instability [11], whose pharmacological 

treatments are limited [12]. Studies have evidenced beneficial influences of omega-3 

polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) on the CNS [13, 14]. In fact, n-3 PUFA are 

components that play a crucial role in maintaining the fluidity and flexibility of neuronal cell 

membranes and affecting the activity of proteins such as enzymes, transporters and receptors 

[14, 15]. Alpha-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3) and its derivatives, eicosapentaenoic acid 

(EPA, 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3) are part of the n3-PUFA [16]. As 

these fatty acids cannot be synthesized by mammals, they need to be acquired through diet 

and are vastly found in marine fishes and some oil seeds [17].  
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Adequate supplementation of n-3 PUFA has shown beneficial effects for the treatment 

of psychiatric disorders such as attention deficit hyperactivity disorder [18], bipolar disorder 

[19], depression [20], neurodegenerative diseases [21, 22], as well as diseases related to 

oxidative stress [23, 24]. Moreover, clinical trials have reported that deficient levels of n3-

PUFA may be related to a higher vulnerability to affective disorders, aggressiveness and drug 

addiction [25-27]. On the other hand, n-3 PUFA supplementation seems to be related to 

decreased irritation and anxiety symptoms, in addition to fewer relapses in substance abusers 

[28]. 

Studies involving psychostimulant addiction have employed animal models such as 

the conditioned place preference (CPP) paradigm, which allows to assess both drug reward 

and relapse [29-36]. In this sense, the current study has been performed to assess the 

influences of fish oil, which is rich in n-3 PUFA, on behavioral parameters related to AMPH 

addiction, as well as its biochemical and molecular repercussions in the dopaminergic brain 

areas following drug withdrawal and re-exposure. 

 

2 Materials and Methods 

 

2.1 Animals and experimental procedure 

Male Wistar rats (150-200 g body weight) were used in the procedures. Groups of 

three (±1) animals were kept in Plexiglas cages with free access to food and water in a room 

with controlled temperature (22–23 °C) on a 12 h-light/dark cycle with lights on at 7 a.m. The 

procedures with animals were approved by the Research Ethics Committee of Universidade 

Federal de Santa Maria (UFSM-9373231116), which is affiliated to the National Council for 

the Control of Animal Experiments (CONCEA), following international norms of care and 

animal maintenance. All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the 

number of animals used in the experiments. 

After acclimatization, animals (n=24) were designated into two experimental groups: 

vehicle (saline – 0.9% NaCl solution, i.p., n=12) and amphetamine (AMPH, 4 mg/kg, i.p, 

n=12), and submitted to the conditioned place preference (CPP) paradigm. Following AMPH-

CPP conditioning, one half of each experimental group was treated orally with fish oil (FO, 

3.0 g/kg of body weight; Herbarium
®
, Colombo, PR, Brazil) [23, 24, 32, 37, 38] or water 

(considered control) by gavage for 14 days. Subsequently, animals that were previously 

conditioned with the drug were re-exposed to the AMPH-CPP paradigm after additional 

AMPH/vehicle conditioning. The FO treatment was maintained during drug reconditioning. 
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One day after the CPP test, animals were anesthetized and exposed to exsanguination. Brains 

were removed, and the prefrontal cortex was used for biochemical and molecular analysis.   

 

2.2 Drugs and solution 

D,l-AMPH (Merck, Germany) (4 mg·mL
−
/kg), dissolved in saline (NaCl 0.9%; 

AMPH-vehicle) was used [29, 32-35]. 

 

2.3 Behavioral assessments 

 

2.3.1 Conditioned place preference (CPP)  

The CPP paradigm is an animal model used to assess the hedonic reinforcement 

effects of addictive drugs. It consists of a box with two compartments of equal size (45 × 45 × 

50 cm) with equivalent intensity of light and different visual stimuli: one with white floor and 

striped walls, and the other with striped floor and smooth white walls. Both compartments 

were accessible through a central compartment (18 x 36 x 50 cm) separated by manual 

guillotine doors. The apparatus was cleaned with alcohol 20% using a wet sponge and paper 

towels before the introduction of each animal. 

Initially, animals were kept for 15 minutes (min) in each compartment for habituation, 

except the neutral compartment. One day after habituation, rats performed the pre-test, which 

consists of letting the animal freely choose one of the compartments for 15 min, being 

discarded rats that showed strong unconditioned aversion (less than 25% of the session time) 

or preference (more than 75% of the session time) for any compartment [39]. On the 

following 14 days, animals were conditioned with AMPH for 25 min in the compartment they 

spent the shortest time in the pre-test, and with vehicle (0.9% NaCl) in the paired 

compartment, with an interval of 4 h between each administration. Vehicle-treated groups 

received two daily injections of NaCl solution in both compartments of the CPP in alternated 

turns. After this conditioning phase, all rats were submitted to the test for 15 min., without 

drug/vehicle administration. Time spent in the drug-paired compartment was interpreted as 

preference, whereas time spent away from that environment was interpreted as aversion [32-

35]. Following the tests, animals received fish oil treatment for 14 days. After the treatment 

period, rats from the same experimental groups were reconditioned with AMPH or vehicle in 

the CPP apparatus for 3 days, followed by an additional test of drug preference. Relapse 

symptoms were quantified by the higher time spent in the drug-paired environment in this 

second drug exposure [31, 33-35]. 
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2.4 Tissue preparation 

 After behavioral assessments, all animals were anesthetized with sodium thiopental 

(50 mg/kg body weight, i.p.) and euthanized by decapitation. Brains were immediately 

removed and cut coronally at the caudal border of the olfactory bulb. The prefrontal cortex 

was dissected according to Paxinos and Watson [40], and homogenized in the adequate buffer 

according to each ex vivo assay. 

 

2.5 Fatty acids (FA) profile in the prefrontal cortex 

 Fat was extracted from tissue samples using chloroform and methanol as described by 

Bligh and Dyer [41] and used for determination of the FA profile. To prevent lipid oxidation 

during and after extraction, 0.02% butyl hydroxy toluene was added to the chloroform used. 

FA composition was determined by gas chromatography. Fat was saponified in methanolic 

KOH solution and then esterified in methanolic H2SO4 solution [42]. Methylated fatty acids 

were analyzed using an Agilent Technologies gas chromatograph (HP 6890 N) equipped with 

a capillary column DB-23 (60 m x 0.25 mm x 0.25 µm) and flame ionization detector. The 

temperature of the injector port was set at 280 °C and the carrier gas was nitrogen (0.9 

mL/min). After injection (1 mL, split ratio 50:1), the oven temperature was held at 160 °C for 

1 min, then increased to 240 °C at 4 °C/min and held at this temperature for 9 min. Standard 

FA methyl esters (37-component FAME Mix C 22:5n3 and PUFA no. 2 from Sigma, Saint 

Louis, MO, USA; and C 22:5n-6 from NuChek Prep. Inc. Elysian, MN, USA) were diluted in 

n-hexane and run under the same conditions, and the subsequent retention times were used to 

identify the FA, which were expressed as a percentage of the total FA content. 

 

2.6 Biochemical analysis 

 

2.6.1 Protein carbonyl (PC) determination 

Damage to proteins was assessed in the PFC by the method of Yan et al. [43] with 

some alterations. Soluble protein was mixed with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH; 10 mM 

in 2 M HCl) or HCl (2 M) and incubated at room temperature for 1 h. Denaturing buffer (150 

mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, with 3% sodium dodecyl sulfate), ethanol (99.8%) and 

hexane (99.5%) were added, being mixed by shaking and centrifuged. The protein isolated 

from the interface was washed twice with ethyl acetate/ ethanol 1:1 (v/v) and suspended in 
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denaturing buffer. Each DNPH sample was read at 370 nm in a spectrophotometer against the 

corresponding HCl sample (blank). Results were expressed as nmol carbonyl/g tissue. 

 

2.6.2 Reactive species (RS) levels 

RS levels were measured using 2‘, 7‘-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA) [44]. 

The oxidation of DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) was determined at 488 

nm for excitation and 525 nm for emission. An aliquot of 10 μM of DCHF–DA in ethanol 

was added to the supernatants, and the fluorescence intensity from DCF was measured for 

300s and expressed as a percentage of control group. The protein content was normalized by 

quantification according to Lowry et al. [45]. 

 

2.7 Molecular assays 

 The prefrontal cortex tissue was homogenized with lysis buffer. Homogenates were 

then centrifuged [46], supernatants were collected, and total protein concentration was 

determined according to the MicroBCA procedure (Pierce, IL, USA), using bovine serum 

albumin (BSA) as standard. Briefly, protein samples were separated by electrophoresis in a 

10% polyacrylamide gel, and electrotransferred to a PVDF membrane. Non-specific binding 

sites were blocked overnight in Tris-buffered saline (TBS) at 4°C, with 2% BSA and 0.1% 

Tween-20. Membranes were rinsed in buffer (0.05% Tween-20 in TBS) and then incubated 

with primary antibodies: anti-actin (1:5000; Santa Cruz Biotechnology, CA), anti-dopamine 

transporter (DAT) (1:500; Santa Cruz Biotechnology, CA), anti-dopamine receptor D1 (D1R) 

(1:500; Santa Cruz Biotechnology, CA), anti-dopamine receptor D2 (D2R) (1:500; Santa 

Cruz Biotechnology, CA), anti-tyrosine hydroxylase (TH) (1:500; Santa Cruz Biotechnology, 

CA), anti-vesicular monoamine transporter 2 (VMAT-2) (1:500; Santa Cruz Biotechnology, 

CA), followed by anti-goat or anti-rabbit (1:40.000; Santa Cruz Biotechnology, CA)  IgG 

horseradish peroxidase conjugate. Immunocomplexeswere visualized by chemiluminescence 

using Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore, USA). Film signals were 

digitally scanned and then quantified using the ImageJ software. Actin was used as an internal 

control and data were standardized according to its values. 

 

2.8 Statistical analysis 

 Power analysis for sample size calculation was performed to determine the balance 

between number of subjects, size of observed effect and required alpha value. From this 

assessment, we calculated achieved power using G*Power (3.1) and assumed a high effect 
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size (f=0.5) for all analyses. Samplesize of n=6 animals per group was sufficient to detect a 

difference between assessments with 80% of power and 0.05 of significance levels. The CPP 

data before FO treatment were analyzed by one-way ANOVA, followed by the 

Newman−Keuls test. For other analysis, two-way ANOVA followed by Newman−Keuls were 

used (Software package Statistic 8.0 for Windows). Values of P < 0.05 were considered 

statistically significant for all comparisons made. GraphPad Prism® (version 5.01) was used 

for figures. 

 

3 Results 

 

3.1 Preference for amphetamine (AMPH) in conditioned place preference (CPP) is shown in 

Figure 2 

The Newman−Keuls test showed that AMPH-conditioned animals remained longer in 

the drug-conditioned compartment in comparison to vehicle group, which showed no place 

preference (P<0.001). 

 Two-way ANOVA of AMPH reconditioning following FO treatment revealed a main 

effect of treatment and treatment x drug interaction [F(1,20) = 4.24, P<0.05; F(1,20) = 5.45, 

P<0.05, respectively]. Post-hoc comparisons showed that FO treatment was able to prevent 

AMPH preference after reconditioning. 

 

3.2 Fatty acids composition quantified in the PFC is shown in Table 1 

 Two-way ANOVA of fatty acids composition quantified in the PFC revealed main 

effect of treatment [F(1,20) = 11.90, P<0.001; F(1,20) = 24.00, P<0.001; F(1,20) = 13.72, 

P<0.001; F(1,20) = 40.32, P<0.001] on 22:5 n-3, 22:6 n-3 (DHA), Σn-3 PUFA and n-6/n-3 

FA ratio, respectively. Post-hoc comparisons indicated that FO treatment in vehicle-injected 

group was able to increase 22:5 n-3 by 291%, 22:6 n-3 (DHA) by 14.37%, Σn-3 PUFA by 

14.55% and decrease n-6/n-3 FA ratio by 13.95% in comparison to C group. Similarly, FO 

treatment in the AMPH-exposed group also increased 22:5 n-3 by 300%, 22:6 n-3 (DHA) by 

8.02%, Σn-3 PUFA by 9.76%; and decreased n-6/n-3 FA ratio by 14.17% in comparison to C 

group. 

 

3.3 Oxidative status estimated by protein carbonyl (PC) and reactive species (RS) levels in the 

PFC are shown in Figure 3 
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Two-way ANOVA of PC levels revealed a significant main effect of drug [F(1,20) = 

3.91, P<0.05] and a significant drug x treatment interaction  [F(1,20) = 20.02, P< 0.001]. 

Post-hoc test revealed that while AMPH-conditioned rats showed increased PC levels 

in the PFC in relation to vehicle group, FO treatment prevented this. In fact, among FO-

treated groups, both vehicle and AMPH-reconditioned animals showed similar levels of PC in 

this brain area (Fig. 3A). No differences of RS levels were observed in the PFC of 

experimental groups (Fig. 3B). 

 

3.4 Immunoreactivity of dopaminergic targets in the PFC are shown in Figures 4 and 5 

Two-way ANOVA revealed a main effect of treatment, drug, and treatment x drug 

interaction [F(1,20) = 15.02, P<0.001; F(1,20) = 551.28, P<0.001; F(1,20) = 148.56, 

P<0.001, respectively] on D1R levels, as well as a significant main effect of treatment, drug, 

and treatment x drug interaction [F(1,20) = 18.47, P<0.001; F(1,20) = 72.09, P<0.001; 

F(1,20) = 17.15, P<0.001, respectively] on D2R levels. 

Post-hoc test showed that AMPH exposure was able to increase the immunoreactivity 

of both D1R and D2R in the PFC. Inversely, while FO per se decreased the immunoreactivity 

of both D1R and D2R, this treatment was also able to decrease D1R levels in AMPH-exposed 

rats, thus preventing the increase of AMPH-induced D2R immunoreactivity (Fig. 4A, 4B).  

 Two-way ANOVA revealed a main effect of drug [F(1,20) = 9.66, P<0.05;  F(1,20) = 

19.26, P<0.001] on DAT and TH, respectively, as well as a significant main effect of drug 

and treatment [F(1,20) = 265.03, P<0.001; F(1,20) = 95.12, P<0.001, respectively], on 

VMAT-2 levels. Post-hoc test showed that FO per se was able to increase VMAT-2 (Fig. 5C), 

but not DAT and TH (Fig. 5A, 5B). Inversely, AMPH exposure was able to reduce DAT, TH 

and VMAT-2 (Fig. 5A, 5B, 5C) levels, yet the immunoreactivity of this last transporter was 

partially preserved by FO treatment (Fig. 5C). 

 

4 Discussion 

 

Despite significant advances in behavioral and pharmacological treatments, addiction 

to psychostimulants remains a public health problem which is difficult to solve. In this sense, 

our research group has studied alternatives that may contribute to attenuate this disabling 

disease [29, 32-35]. Here, we assessed the beneficial influence of FO on behavioral and 

molecular parameters following withdrawal and re-exposure to AMPH. This study shows that 

behavioral and cellular effects of AMPH can be reducedwith n-3 PUFA treatment. Our 
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findings have shown that after the AMPH-CPP establishment, FO treatment reduced relapse 

behavior, which was observed after AMPH reconditioning. As expected, FO, which is rich in 

n-3 PUFA, increased DHA incorporation in neuronal membranes of the PFC. In addition, FO 

treatment was able to provide evident protection against AMPH-induced neurotoxic effects. 

In fact, the neuroprotective role of FO was observed in the PFC, where the increase of D1R 

and D2R, as well as the decrease of VMAT-2 immunoreactivity were inhibited when induced 

by amphetamine. FO also reduced AMPH-induced oxidative damages in the same brain area, 

as observed by protein carbonyl levels. 

Considering the animal model here adopted, CPP is one of the most used experimental 

models to better understand the reinforcement and relapse of addictive drugs [31,32] 

involving passive exposure to the drug. In the CPP paradigm, an ―unconditioned stimulus‖ 

can be acquired in the repeated sections as ―conditioned stimuli‖, showing similarity to the 

Pavlovian classic conditioning [47]. It is inherent that other animal species, as well as 

humans, have a preference for some places over others, and this may be due to particular 

sensory characteristics of the place or can be acquired as a consequence of events associated 

with such places [48]. Different phenomena involved in addiction such as reward and relapse 

symptoms, are factors intensely influenced by environmental cues, serving as basis for the 

CPP paradigm, where the animal relates the environmental cues (of the place) with the 

hedonic effects of the drug [49]. In the present study, animals have shown AMPH-CPP, since 

this drug is closely related to hedonic symptoms, which were significantly minimized by the 

FO treatment. So far, few studies have shown concern about the major problem of AMPH 

addiction: relapse [33-35], what reaffirms the relevance of our findings. Although this is the 

first study to show an effect of treatment with FO following withdrawal and re-exposure to 

AMPH, there are some evidences that the n-3 PUFA status may interact with drug addiction. 

Humans addicted to drugs often consume a lipid-poor diet resulting in low n-3 PUFA levels 

[50]. These lipid deficient diets alter the n-3 PUFA content of specific brain regions, decrease 

membrane fluidity and the expression of multiple pre- and post-synaptic proteins [52]. In our 

study, treatment with FO has been able to significantly reduce relapse to AMPH. This 

interesting finding may be related to increased DHA incorporation in neuronal phospholipid 

membranes, as observed in the FO-treated animals, which was also inversely associated to 

stress, anxiety and aggression, behaviors often linked to abstinence and relapse [25-27, 52].  

In addition, our study included assessments in the open-field task, where the 

locomotor performance of animals was not modified by FO or AMPH exposure (data not 

shown). Indeed, this behavioral assessment was useful to assure that the CPP findings were 
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not a locomotor artifact, since this preference behavior was a consequence of the 

establishment of AMPH-induced addiction [33-35, 53]. 

The PFC plays an important role in emotional and behavioral functions [54]. 

Dysfunctions in this brain region may contribute to the pathophysiology of psychostimulant 

withdrawal due to the fact that the PFC is part of a mesocortical circuit [55]. In this sense, our 

study has investigated the influence of FO on this important brain area over withdrawal and 

re-exposure to AMPH.  We focused on molecular targets of dopamine such as specific 

receptors and transporters, which have key roles in the dopaminergic function, since it is well 

described that this substance is a neurotoxic drug capable of causing neuroadaptations in the 

dopaminergic mesocorticolimbic system [56].  

Although the exact molecular mechanism of AMPH-induced dopaminergic 

neurotoxicityhas not been fully elucidated, it is believed that the oxidative stress originated 

from dysregulation of dopamine levels is responsible for most of the deleterious effects of this 

drug [57]. Indeed, AMPH induces a dopaminergic redistribution inside the terminal by 

reducing the function of the vesicular monoamine transporter 2 (VMAT-2). Considerable 

evidence suggests that aberrant VMAT-2 function contributes to the long-term dopaminergic 

deficits caused by AMPH [58]. In fact, these data corroborate our results, which showed 

decreased VMAT-2 immunoreactivity after re-exposure to AMPH. However, treatments that 

reverse AMPH-induced alterations in VMAT-2 distribution or function prevent these deficits 

[59, 60]. Zimmer et al. [61] revealed that diets with n-3 PUFA increase the VMAT-2 level in 

the frontal cortex. In contrast, it has already been demonstrated that the deficit in n-3 PUFA 

could significantly alter the physical properties of vesicular membranes impairing synaptic 

vesicles such as VMAT-2 [62]. Our results are in accordance to these studies since FO 

treatment per se was able to increase VMAT-2 in the PFC. Interestingly, in the current study 

we found a decrease of VMAT-2 of rats during AMPH abstinence. A number of evidences 

suggest that substances with antioxidant potential caninhibit reactive species production upon 

AMPH exposure by attenuating the reduction of VMAT-2 [63]. Therefore, antioxidant agents 

could protect against AMPH-induced toxicity [63, 64]. Our findings agree with these studies 

once the reduction of VMAT-2 immunoreactivity induced by AMPH administration was 

restored by FO treatment. In fact, treatment with FO, which is rich in n-3 PUFAs and a potent 

antioxidant in the CNS [65], was able to reduce carbonyl protein levels, an oxidative damage 

marker, attenuating AMPH-induced toxicity.  

The dopamine transporter (DAT) is also an important regulator of cytoplasmic DA 

levels [67]. Moreover, tyrosine hydroxylase (TH) is the rate-limiting enzyme for DA 
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synthesis (Costa et al., 2013), of fundamental importance for dopaminergic 

neurotransmission. Several studies have shown that repeated administration of AMPH in 

rodents cause neurodegeneration of dopaminergic axon terminals, reducing the 

immunoreactivity of TH and DAT in different brain regions, including the PFC [67-69]. 

These data are consistent with the results found in our study, where AMPH caused a decrease 

in TH and DAT immunoreactivity. These results might indicate a homeostatic response in 

which VMAT-2 compensates for the impact of reduced TH by increasing vesicular packaging 

of newly synthesized dopamine. Contrary to that, FO treatment had no effect on TH and DAT 

levels. Nonetheless, these data indicate that the dopamine system is differentially changed by 

n-3 PUFA. 

It is well established that AMPH produces excessive dopamine release into the extra 

neuronal space resulting in the activation of dopamine receptors [70]. Several AMPH effects, 

including the reward-related phenomena, are related to the activation of D1 and D2 receptors, 

and it has been suggested that these receptors mediate relapse and drug-seeking behavior 

mechanisms [71]. In our study, AMPH-conditioned animals remained longer in the drug-

conditioned compartment in comparison to vehicle group possibly because the drug increased 

D1R and D2R immunoreactivity. These results are in accordance with Moratalla et al. [72], 

who show that an overstimulation of dopamine D1 and D2 receptors contribute to the 

neurotoxic effects of AMPH. 

On the other hand, FO treatment was able to prevent AMPH preference after 

reconditioning. Some studies in the literature have shown that while the D1R agonist type 

produces CPP, the use of D1R and D2R antagonists is known to prevent the acquisition of 

AMPH-CPP [73, 74]. Moreover, resistance to METH-induced neurotoxicity in D1R knockout 

mice can be related to a reduced dopamine content and turnover found in these animals. 

Therefore, the lower content and turnover of DA in D1R knockout mice might significantly 

decrease the production of reactive species, what could also clarify the neuroprotective effects 

of D1R inactivation [56]. Here, we have not investigated the turnover of dopamine, but our 

findings have evidenced that the reduction in D1 receptor levels caused by FO treatment was 

sufficient to reduce oxidative damage, showing that our results are in accordance with 

findings of other authors. In addition, several groups have assessed the ability of D2R 

antagonists to prevent the long-term effects of AMPH-like drugs. Pharmacological agents that 

block D2R have proved effective to partially or completely protect against METH-induced 

toxicity [75, 76]. In fact, we have observed that FO was able to reverse the increase in D1 and 
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D2 receptor levels after re-exposure to AMPH. In the sense, it is possible to suggest that FO is 

acting as a dopaminergic receptor antagonist, thus reducing the neurotoxic effects of AMPH. 

The neurochemistry results obtained in our study confirmed that dopaminergic 

neurotransmission was affected by FO treatment. There is evidence that diverse effects such 

as modifications in the biophysical properties of neuronal membranes and gene regulation 

could be involved in the link between n-3 PUFA and dopamine neurotransmission, although 

the precise mechanisms of this link are complex and multifactorial [26, 77]. Several findings 

show that changes in dietary PUFA act on membrane fluidity [78]; it can therefore be 

hypothesized that membrane changes induced by n-3 PUFA could change the formation of 

vesicles,as we have observed. As already proposed, biochemical modifications in neuronal 

membranes might also be involved in abnormalities of the neurotransmitter receptors which 

are included in these membranes [79]. In addition, modification of the lipid content in the diet 

could act on the regulation of gene transcription. It can be hypothesized that such regulation 

takes place in the brain and that dietary modulation of n-3 PUFA content influences gene 

expression and transcription, thus explaining differences in protein levels in FO-treated rats. 

This hypothesis can be supported by recent data where n-3 PUFA-deficient rat models have 

evidenced that genes of dopamine receptors [80, 81] as well as the DHA content of specific 

brain regions were altered, causing decrease in membrane fluidity and expression of pre- and 

post-synaptic proteins [51, 82]. Taken together, these data from the literature and our results 

can explain the beneficial effect of FO to prevent relapse to drugs and act favorably as a 

modulator of the dopaminergic system, preserving dopaminergic brain areas from oxidative 

damages thus minimizing AMPH-induced damages. 

  

Conclusion  

 

In summary, this study provides evidence that an n-3 PUFA experimental treatment is 

able to alter neurotransmission of dopaminergic systems reversing specific cellular effects of 

amphetamine use. These experimental findings reinforce the hypothesis that strong links exist 

between the PUFA status, aspects of brain function such as neurotransmission processes, and 

behavior. Furthermore, if these results were carefully transposed into human pathophysiology, 

the attenuating effect of fish oil on the reintegration of AMPH-CPP shows that it may have 

promising application in the treatment of relapse to drugs. 
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Figure 1. Experimental design: after basal behavioral evaluation (pre-test), animals were 

treated with AMPH (4 mg/kg, i.p.) for 14 days, when the 1
st
 behavioral evaluation was 

performed in the CPP paradigm. Subsequently, animals were treated with FO (3 mg/kg, p.o.) 

during 14 days, followed by three more days of AMPH conditioning. Twenty-four hours after 

the last AMPH administration, animals were re-exposed to CPP evaluation followed by 

biochemical and molecular analysis. Abbreviations: AMPH: amphetamine; and CPP: 

conditioned place preference. 
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Figure 2. Drug preference behavior induced by amphetamine (AMPH, 4 mg/kg, i.p. for 14 

days) observed in CPP paradigm before 14 days of FO (3 mg/kg, p.o.) treatment (Fig. 2A), 

and after FO treatment followed by re-conditioning with AMPH (Fig. 2B). Data are expressed 

as mean ± S.E.M. * indicates significant differences of treatment (control/FO) in the same 

conditioning (vehicle/AMPH) (P<0.05). # indicates significant differences of conditioning 

(vehicle/AMPH) in the same treatment (control/FO) (P<0.05). Abbreviations: FO: fish oil; 

AMPH: amphetamine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

 
 

Figure 3. Protein carbonyls (Fig. 3A) and reactive species (Fig. 3B) levels performed in 

prefrontal córtex of rats exposed to AMPH (4 mg/kg, i.p. for 14 days). Subsequently, animals 

were treated with FO (3 mg/kg, p.o.) during 14 days, followed by re-conditioning with 

AMPH. Data are expressed as mean ± S.E.M. * indicates significant differences of treatment 

(control/FO) in the same conditioning (vehicle/AMPH) (P<0.05). # indicates significant 

differences of conditioning (vehicle/AMPH) in the same treatment (control/FO) (P<0.05). 

Abbreviations: FO: fish oil; AMPH: amphetamine. 
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Figure 4. Prefrontal cortex D1R (4A) and D2R (4B) immunoreactivity of rats exposed to 

AMPH (4 mg/kg, i.p. for 14 days). Subsequently, animals were treated with FO (3 mg/kg, 

p.o.) during 14 days, followed by re-conditioning with AMPH. Each band in the sequence 

correspond to one bar in the figure. Data are expressed as mean ± S.E.M. * indicates 

significant differences of treatment (control/FO) in the same conditioning (vehicle/AMPH) 

(P<0.05). # indicates significant differences of conditioning (vehicle/AMPH) in the same 

treatment (control/FO) (P<0.05). Abbreviations: FO: fish oil; AMPH: amphetamine. 
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Figure 5. Prefrontal cortex DAT (5A), TH (5B) and VMAT-2 (5C) immunoreactivity of rats 

exposed to AMPH (4 mg/kg, i.p. for 14 days). Subsequently, animals were treated with FO (3 

mg/kg, p.o.) during 14 days, followed by re-conditioning with AMPH. Each band in the 

sequence correspond to one bar in the figure. Data are expressed as mean ± S.E.M. * indicates 

significant differences of treatment (control/FO) in the same conditioning (vehicle/AMPH) 

(P<0.05). # indicates significant differences of conditioning (vehicle/AMPH) in the same 

treatment (control/FO) (P<0.05). Abbreviations: FO: fish oil; AMPH: amphetamine. 
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Table 1. Fatty acids composition in the prefrontal cortex of rats conditioned with 

amphetamine and treated with fish oil (% of total fatty acids identified) 
 

* indicate a significant difference among C and FO groups in the same conditioning (P<0.05) 

SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatty acid Mean (±S.E.M.)   

 Vehicle  Amphetamine 

 C FO  C         FO 

∑ SFA 49.45± 0.49 49.38 ± 0.96  49.29 ± 1.57 49.52 ± 0.51 

∑ MUFA 22.55± 0.41 21.66± 0.40  22.26± 0.74 22.74± 0.60 

18:3 n-3 0.32 ± 0.05 0.27 ± 0.13  0.27 ± 0.21 0.46 ± 0.13 

20:5 n-3 0.22 ± 0.11 0.05 ± 0.02  0.15 ± 0.01 0.09 ± 0.01 

22:5 n-3 0.12 ± 0.01 0.47 ± 0.17*  0.08 ± 0.00 0.32 ± 0.01* 

22:6 n-3 11.55 ± 0.46 13.21 ± 0.21*  12.09 ± 0.11 13.06 ± 0.09* 

∑ n-3 12.22 ± 0.48 14.00 ± 0.53*  12.59 ± 0.36 13.82 ± 0.01* 

∑ n-6 15.76 ± 0.22 15.53 ± 0.44  16.02 ± 0.96 14.95 ± 0.19 

n6/n3 ratio 1.29 ± 0.03 1.11 ± 0.03*  1.27 ± 0.05 1.09 ± 0.01* 
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5 CONCLUSÃO 

 

 A partir dos resultados experimentais obtidos no presente estudo podemos chegar às 

seguintes conclusões: 

 

 O tratamento com óleo de peixe preveniu a recaída induzida pelo recondicionamento 

com anfetamina; 

 O tratamento com óleo de peixe preveniu os danos oxidativos induzidos por 

anfetamina no córtex pré-frontal; 

 Ácidos graxos poli-insaturados n-3 alteram a neurotransmissão dopaminérgica e 

revertem efeitos celulares da anfetamina; 

 O óleo de peixe pode ser considerado como uma terapia adjuvante no tratamento da 

adição por psicoestimulantes. 
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Na continuidade de minha formação acadêmica, durante o doutorado, irei me dedicar a 

uma importante linha de pesquisa já estabelecida no grupo em que estou inserida, a qual 

envolve estudos sobre a influência do consumo de diferentes ácidos graxos. Portanto, o futuro 

da minha trajetória acadêmica deverá abranger estudos visando determinar a influência do 

consumo de gordura interesterificada, sobre o sistema endocanabinoide, visto que ainda pouco 

se sabe sobre o impacto do consumo destes ácidos graxos sobre o sistema nervoso central e 

que o sistema endocanabinoide é um importante modulador de diferentes funções neuronais, 

envolvido em diversas desordens neurológicas e psiquiátricas.  
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