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Resumo 

 
DEBOM, Gabriela Nogueira. Efeito do extrato de mirtilo em parâmetros 

inflamatórios e de estresse oxidativo em ratos submetidos a um modelo 

experimental de mania induzido por cetamina. 2016. 76f. Dissertação 

(Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016. 

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é uma desordem psiquiátrica 

caracterizada por estados alternados de depressão e mania ou hipomania. 

Estudos demonstram que o estresse oxidativo e a inflamação estão 

relacionados a complicações associadas com o THB. O mirtilo (Vaccinium sp.) 

é uma fruta que possui ação antioxidante, anti-inflamatória e neuroprotetora. 

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato 

de mirtilo em parâmetros inflamatórios e de estresse oxidativo em ratos 

submetidos a um modelo experimental de mania induzido por cetamina. 

Sessenta ratos machos foram divididos em seis grupos: I (controle), II (lítio), III 

(extrato de mirtilo), IV (cetamina), V (cetamina + lítio) e VI (cetamina + extrato 

de mirtilo). Os animais dos grupos III e VI receberam extrato de mirtilo por via 

oral na dose de 200 mg/kg e os animais dos grupos II e V receberam lítio (45 

mg/kg via oral) do 10 ao 140 dia. A partir do 8º dia os animais dos grupos IV, V 

e VI receberam também uma dose de cetamina (25 mg/kg) via intraperitonial 

uma vez ao dia. Ao final do tratamento, no 15º dia, os animais receberam uma 

única dose de cetamina ou salina e após 30 minutos a atividade locomotora foi 

avaliada utilizando teste de campo aberto. Após este teste, os animais foram 

submetidos à eutanásia e o córtex cerebral, hipocampo e estriado foram 

dissecados para avaliação dos níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), conteúdo tiólico total; atividade das enzimas superóxido 

dismutase (SOD); catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). O soro foi 

usado para a determinação das citocinas IL-6 e IL-10. O tratamento com o 

extrato de mirtilo e com lítio foi capaz de prevenir a hiperlocomoção dos 

animais induzida por cetamina (P<0.05). Níveis aumentados de TBARS foram 

observados em todas as estruturas cerebrais dos animais do grupo IV (P<0.05) 

e o tratamento com mirtilo e lítio foram capazes de prevenir este efeito. O 

tratamento com extrato de mirtilo ou lítio preveniu a diminuição nas atividades 

das enzimas CAT e SOD e no conteúdo tiólico total induzida pela cetamina em 

córtex cerebral e hipocampo (P<0.05). No estriado de animais tratados com 

cetamina foi observada uma diminuição na atividade da GPx (P<0.05) sendo 

que o tratamento com o extrato de mirtilo foi capaz de prevenir este efeito. Em 

animais do grupo IV foi observado um aumento significativo nos níveis de IL-6, 

os quais foram prevenidos pelo tratamento com lítio. Nenhuma alteração foi 

encontrada nos níveis de IL- 10. Pode-se concluir através de nossos achados 

que a administração do extrato de mirtilo preveniu a hiperlocomoção e o 

estresse oxidativo induzido por cetamina em ratos. Estes resultados  foram 



 

 
 

 
semelhantes aos obtidos com o tratamento com lítio, sugerindo assim um 

potencial terapêutico do extrato de mirtilo na prevenção da recorrência de 

novos episódios maníacos. 

 

 
Palavras-chave: transtorno bipolar; mirtilo; estresse oxidativo, citocinas, 

sistema nervoso central. 



 

 
 

 

Abstract 

 
DEBOM, Gabriela Nogueira. Efeito do extrato de mirtilo em parâmetros 

inflamatórios e de estresse oxidativo em ratos submetidos a um modelo 

experimental de mania induzido por cetamina. 2016. 76f. Dissertação 

(Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. 

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016 

Bipolar disorder (BD) is a chronic and severe psychiatric disorder that is 
associated with alternating states of depression and mania or hipomania. Many 
studies have suggested that oxidative stress and inflammation are associated 

with complications in BD. Blueberry (Vaccinium sp.) is a fruit with antioxidant, 
anti-inflammatory and neuroprotective properties. The aim of the present study 
was to evaluate the effect of blueberry extract on inflammatory and oxidative 
stress parameters in rats submitted to an animal model of ketamine-induced 
mania. Sixty male adult rats were divided into six groups: I (control); II (lithium 
carbonate); III (blueberry extract); IV (ketamine); V (ketamine + lithium 
carbonate); VI (ketamine + blueberry extract). Animals of groups III and IV 
received blueberry extract 200 mg/kg once a day and groups II and V received 
lithium carbonate 45 mg/kg twice a day for 14 days by oral administration. 
From the 8th to the 14th day animals in groups IV, V and VI also received 
ketamine (25 mg/kg) once a day by intraperitoneal route. On the 15th day 
animals received a single injection of ketamine or saline and the locomotor 
activity was evaluated in an open-field apparatus after 30 min, and the cerebral 
structures such as cortex, hippocampus and striatum were collected to evaluate 
oxidative stress parameters: thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), 
total thiol content, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione 
peroxidase (GPx). The serum was collected to evaluate IL-6 and IL-10. Both 
treatment with blueberry extract and lithium were able to prevent 
hyperlocomotion induced by ketamine in the animals tested (P<0.05). Elevated 
levels of TBARS were observed in all cerebral structures of animals in group IV 
(P<0.05) and the treatment with blueberry and lithium was able to prevent this 
effect. Treatment with blueberry extract and lithium also prevented a decrease 
in CAT and SOD activities in cerebral cortex and hippocampus (P<0.05). A 
decrease in GPx activity (P<0.05) was observed in the striatum but treatment 
with blueberry extract was able to prevent this effect. An increase in IL-6 levels 
was observed in the animals of group IV, and the treatment with lithium was 
able to prevent this effect. No changes were found in IL-10 levels. According to 
our results, we were able to conclude that treatment with blueberry extract 
prevented hyperlocomotion and oxidative stress induced by ketamine in rats. 
These findings were similar to treatment with lithium carbonate, suggesting a 
therapeutic potential of blueberry extract in the prevention of the recurrence of 
mania episodes. 

 
 

Keywords: bipolar disorder, blueberry, oxidative stress, cytokines, brain 



 

 
 
 
 
 
 
 

 

Lista de Figuras 
 
 
 

 
Figura 1 Sistemas de defesa antioxidante enzimática para 

neutralização de radicais livres derivados de oxigênio. 
 

24 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

Lista de Tabelas 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 1 Exemplos de espécies reativas derivadas do 

metabolismo do oxigênio............................................ 
 

23 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

Lista de Abreviaturas e Siglas 
 
 
 
 
 
 
 

CAT Catalase 

DNA Deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 

DSM-V Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais – 5ª edição 

GPx Glutationa peroxidase 

GR Glutationa redutase 

GSH Glutationa reduzida 

GSSG Glutationa oxidada 

IFN-γ Interferon-γ 

IL-10 Interleucina 10 

IL-4 Interleucina 4 

IL-6 Interleucina 6 

IL-8 Interleucina 8 

NMDA N-metil D-aspartato 

PCR Proteína C-reativa 

ROS Reactive oxygen species (espécies reativas de oxigênio) 

SNC Sistema nervoso central 

SOD Superóxido dismutase 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TGF-β Fator de transformação e crescimento-β 

THB Transtorno de humor bipolar 

TNFα Fator de necrose tumoral α 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

Sumário 

 
 
 

 
1. Introdução .......................................................................................................... 14 

2. Objetivos ............................................................................................................ 17 

 Objetivo geral ................................................................................................... 17 

2.2. Objetivos Específicos .................................................................................... 17 

3. REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................... 18 

 Transtorno de Humor Bipolar (THB) ............................................................... 18 

 Estresse Oxidativo .......................................................................................... 21 

 Inflamação ....................................................................................................... 26 

 Mirtilo e suas propriedades terapêuticas ...................................................... 28 

4. Manuscrito .......................................................................................................... 32 

5. Conclusões ........................................................................................................ 65 

6. Referências Bibliográfica .................................................................................. 67 

ANEXO ....................................................................................................................... 74 



 

 
 
 

 
1. Introdução 

 
 

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é um transtorno caracterizado 

pela recorrência de episódios depressivos e maníaco ou hipomaníacos. É um 

distúrbio debilitante e severo, e ainda que amplamente estudado, sua 

fisiopatologia ainda não está totalmente elucidada (BUDNI et al., 2013). O THB 

se apresenta em uma porcentagem grande na população mundial, além de 

estar associado a uma ampla quantidade de comorbidades, dessa forma 

tornando-o um subestimado problema de saúde pública (DELL’AGLIO et al., 

2013). 

A existência de comorbidades sistêmicas reforça a hipótese de as 

doenças psiquiátricas apresentarem fisiopatologia não só relacionadas a 

alterações de neurotransmissão no sistema nervoso central (SNC), mas em 

distúrbios no organismo como um todo (MAGALHÃES et al., 2012). No caso do 

THB, além de envolver os sistemas de neurotransmissão dopaminérgico, 

glutamatérgico, gabaérgico, entre outros (MACHADO-VIEIRA et al., 2005), o 

estresse oxidativo pode estar relacionado à progressão da doença, com a piora 

do quadro clínico do paciente. 

O estresse oxidativo é representado pelo desequilíbrio persistente entre 

processos pró-oxidantes e o potencial antioxidante do organismo (SIWEK, 

2013). O resultado deste desequilíbrio pode gerar danos a biomoléculas, como 

as membranas celulares, proteínas e o DNA (CZERSKA et al., 2015). O 

cérebro é extremamente propício a estes danos, uma vez que possui intenso 

metabolismo utilizando o oxigênio, e desta maneira gera uma grande 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (do inglês, ROS). Além disso, sua 

capacidade antioxidante é limitada em relação a esta alta produção de radicais 

livres (SIWEK, 2013). Neste sentido, diversos estudos têm associado o 

estresse oxidativo com a neuroprogressão do THB (GHANIZADEH e BERK, 

2013; SOUSA et al., 2014). 



 

 
 

 
Além do estresse oxidativo, alguns autores também tem descrito o 

processo inflamatório como um mecanismo chave para a neuroprogressão do 

THB (KAPCZINSKI et al., 2011; RODA et al., 2015; MUNEER, 2016). Um 

aumento nos níveis de mediadores inflamatórios pode ser observado tanto no 

SNC como em tecidos periféricos (BARBOSA et al., 2014; NASSAR e AZAB, 

2014), e elevadas taxas de citocinas pró-inflamatórias, principalmente a 

interleucina 6 (IL-6), estão associadas a episódios maníacos e depressivos, em 

relação às observadas em pacientes eutímicos (BERK et al., 2011; RODA et 

al., 2015). Desta maneira, o ambiente pró-inflamatório, associado ao caráter 

pró-oxidante, poderia estar envolvido com a fisiopatologia de THB, ou a piora 

do quadro clínico do paciente, através do aumento da recorrência dos 

episódios agudos. 

A fim de auxiliar na pesquisa de novas hipóteses para a fisiopatologia, 

diagnóstico e tratamento do THB, a presença de modelos animais é de 

importante valia. Os modelos animais utilizados para o THB geralmente 

baseiam-se na presença de sintomas de episódios agudos, ou maníacos ou 

depressivos. Uma vez que a mania é o episódio definidor para o diagnóstico do 

THB, são destacados os modelos que mimetizem a indução de sintomas 

maníacos, através da indução da hiperlocomoção nos animais (YOUNG e 

DULCIS, 2015). Entre eles, o tratamento com cetamina é utilizado para a 

indução do estado tipo-maníaco, agindo nos receptores n-metil d-aspartato 

(NMDA), alterando o perfil de neurotransmissão do glutamato no SNC 

(GHEDIM et al., 2012; GAZAL et al., 2014; SILVA et al., 2010). 

O tratamento do THB é geralmente feito através do lítio, medicamento 

de primeira escolha, porém este fármaco apresenta severos efeitos adversos. 

Em conjunto com a grande diferenciação da sintomática de acordo com cada 

paciente, e da dificuldade em se estabelecer uma dosagem específica sem 

efeitos indesejáveis, a pesquisa por tratamentos alternativos torna-se 

necessária (LAFER e NERY, 2011). Neste contexto, diversos compostos 

derivados de plantas têm sido estudados, por apresentarem compostos com 

potentes atividades antioxidantes (SUBASH et al., 2014). O mirtilo (Vaccinium 

sp.), também conhecido como blueberry, é uma pequena fruta originária da 



 

 
 

 
América do Norte que quando madura adquire coloração azul arroxeada e 

sabor doce-ácido (JESUS, 2013). 

O mirtilo possui várias propriedades terapêuticas importantes como ação 

antioxidante (DIACONEASA et al., 2015); neuroprotetora (WANG, 2013), 

antiinflamatória (SHUKITT-HALE et al., 2005) e antinociceptiva (RAMIREZ et 

al., 2010) também podendo atuar nos mecanismos de melhora da memória 

(JOSEPH et al., 2009). Esses benefícios do mirtilo têm sido associados aos 

compostos naturais encontrados na fruta, principalmente as antocianinas. As 

antocianinas são flavonoides responsáveis pela grande variedade de cores de 

frutas e flores, que vão do vermelho ao azul (JESUS, 2013) apresentando em 

sua estrutura química grupamentos fenólicos que são potentes agentes 

antioxidantes (SKROVANKOVA et al., 2015). 

Neste contexto, considerando que o THB apresenta um forte impacto na 

qualidade de vida dos pacientes, o desenvolvimento de novas terapias com 

eficácia de tratamento e redução de efeitos colaterais à medicação mostra-se 

uma iniciativa necessária e imediata. Sendo assim, o presente trabalho avaliou 

o efeito preventivo do tratamento com extrato de mirtilo na hiperlocomoção e 

parâmetros de estresse oxidativo e inflamatórios em um modelo experimental 

de mania induzida por cetamina em ratos. 



 

 
 
 
 
 
 
 

 

2. Objetivos 

 
 

Objetivo geral 

 
Investigar os efeitos do tratamento de extrato de mirtilo na 

hiperlocomoção e parâmetros inflamatórios e de estresse oxidativo em animais 

submetidos a um modelo de mania induzido por cetamina. 

 

 
2.2. Objetivos Específicos 

 
 

- Verificar a ação preventiva do extrato de mirtilo e do carbonato de lítio na 

resposta comportamental do teste do campo aberto em animais submetidos a 

um modelo experimental de mania induzida por cetamina. 

- Avaliar parâmetros de estresse oxidativo como substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico e conteúdo tiólico total em córtex cerebral, hipocampo e estriado 

de ratos submetidos ao modelo experimental de mania e/ou tratados com 

extrato de mirtilo ou carbonato de lítio. 

- Analisar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase, 

catalase e glutationa peroxidase em córtex cerebral, hipocampo e estriado de 

ratos submetidos ao modelo experimental de mania e/ou tratados com extrato 

de mirtilo ou carbonato de lítio. 

- Mensurar os níveis das interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10) em soro de ratos 

submetidos ao modelo experimental de mania e/ou tratados com extrato de 

mirtilo ou carbonato de lítio. 



 

 
 
 
 
 
 
 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1Transtorno de Humor Bipolar (THB) 

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é um distúrbio crônico caracterizado 

pela alternância de episódios depressivos e maníacos ou hipomaníacos. A 

mudança cíclica entre estes polos opostos de humor distinguem este distúrbio das 

demais desordens psiquiátricas de humor, como a depressão maior (ENKHUIZEN 

et al., 2015). Deste modo, o THB também é reconhecido como uma complexa e 

debilitante condição neuropsiquiátrica, apresentando fisiopatologia e sintomas 

diferenciados (SZMULEWICZ, 2015). 

O diagnóstico do THB é bastante dificultado, portanto existe uma grande 

variância entre os dados encontrados na literatura para a prevalência do 

transtorno. Segundo o DSM-V, o distúrbio afeta cerca de 1 a 5% da população 

mundial. Além disso, o THB é a 6ª principal causa de incapacidade física e 

psicológica em pacientes entre 15 e 44 anos (YOUNG e DULCIS, 2015; CASTRO- 

COSTA e SILVA, 2011). A perda de produtividade destes indivíduos nesta faixa 

etária em particular, combinada ao custo do tratamento ao longo da vida, gera um 

impacto muito grande na economia, demonstrando assim ser um problema não só 

de ordem psicológica, mas também de importância social. 

Os episódios maníacos são definidos pela presença de sintomas eufóricos, 

como autoestima exagerada ou sensação de grandiosidade e poder, diminuição 

da necessidade de sono, loquacidade aumentada, pensamentos exagerados e 

aumento da distração. Além disso, podem-se observar comportamentos 

compulsivos, oriundos de julgamento inadequado, como a realização de compras 

exageradas, comportamento desinibido ou ofensivo, assim como promiscuidade 

sexual (YOUNG e DULCIS, 2015; DSM-V, 2013). Episódios hipomaníacos são 

aqueles onde o paciente apresenta estes sintomas maníacos de maneira não tão 

acentuada, sem causar maior prejuízo no funcionamento social ou profissional, 

porém associados a uma mudança clara no funcionamento que não é 

característica do indivíduo quando assintomático. A presença de psicose no 



 

 
 

 
quadro clínico do paciente é característica do episódio maníaco (ENKHUIZEN et 

al., 2015; DSM-V, 2013). 

Já o outro polo do distúrbio, a depressão, é caracterizado por sintomas 

como recorrência de pensamentos negativos, fadiga, sentimento de inutilidade e 

culpa, anedonia, além de distúrbios de apetite e sono. O episódio depressivo 

causa sofrimento clinicamente significativo ou prejuízo no funcionamento social, 

profissional e em outras áreas da vida do indivíduo (ENKHUIZEN et al., 2015; 

DSM-V, 2013). O período entre os estados extremos é denominado estado 

eutímico, e o paciente apresenta comportamento relativamente normal (YOUNG e 

DULCIS, 2015). 

O diagnóstico do THB é realizado essencialmente através de exame clínico, 

baseado na presença ou ausência da sintomatologia que está descrita no Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 5ª edição (DSM-V). Existem três 

tipos de THB: Transtorno de Humor Bipolar do Tipo I, sendo caracterizado pela 

presença de pelo menos um episódio maníaco ao longo da vida – sendo assim o 

tipo caracterizado como transtorno maníaco-depressivo clássico; o Transtorno de 

Humor Bipolar do Tipo II, definido pela alternância entre episódios de depressão e 

hipomania; e o Transtorno Ciclotímico, ou Ciclotimia, onde o paciente apresenta 

sintomas depressivos e maníacos ou hipomaníacos sem que os critérios sejam 

satisfeitos para serem considerados episódios (DSM-V, 2013). Embora o estado 

depressivo seja a condição sintomática mais frequente na vida do paciente 

portador de THB, e por isso seja responsável por grande parte da incapacitação 

gerada pelo transtorno, a condição definidora para o diagnóstico do THB é a 

ocorrência de pelo menos um episódio maníaco ou hipomaníaco (GOODWIN e 

JAMISON, 2007) 

Apesar de ser um transtorno amplamente estudado e com grande 

quantidade de dados existentes na literatura, a fisiopatologia do THB ainda não é 

totalmente compreendida. Já está bem estabelecida a relação entre a presença de 

alguns genes de vulnerabilidade, e que há necessidade de interação destes genes 

com o ambiente (HAYDEN e NURNBERGER JR, 2006; BARNETT e SMOLLER, 

2009). Estudos com gêmeos idênticos afirmam haver uma concordância de 61 a 

75%, e o risco em parentes de primeiro grau situa-se em 1,5 a 15,5% (MICHELON 

e VALLADA, 2004). Deste modo, a existência de parentes diagnosticados como 



 

 
 

 
bipolares é utilizada como informação relevante para o diagnóstico do paciente 

(DSM-V, 2013). 

Além desta herdabilidade comprovada, existem já descritas diversas 

alterações bioquímicas e moleculares em sistemas de neurotransmissão. A 

neuroquímica no THB é muito complexa, apresentando alterações na regulação 

dos sistemas noradrenérgico, serotoninérgico, dopaminérgico e colinérgico, além 

dos sistemas gabaérgico e glutamatérgico (MACHADO-VIEIRA et al., 2005). 

Levando em consideração que o THB é um distúrbio multifatorial, é importante 

ressaltar que existem diversas hipóteses que tentam explicar o surgimento da 

doença, porém ainda não há uma correlação entre estes diversos sistemas de 

neurotransmissão alterados e a própria etiologia. Ou seja, ainda não está bem 

descrito como se dá a interação metabólica entre estes sistemas e de que forma 

isto está influenciando no quadro clínico do paciente. Em adição a isto, diferentes 

estágios do THB estão associados a diferentes alterações em mecanismos 

biológicos, como modificações presentes em estágios precoces ou avançados da 

doença, ou até presentes em episódios maníacos ou em episódios depressivos, o 

que dificulta ainda mais o completo entendimento do transtorno (BUDNI et al., 

2013; ENKHUIZEN et al., 2015). 

Neste sentido, torna-se importante o desenvolvimento de estudos em 

modelos animais que tentem mimetizar as condições do THB. A validação de um 

modelo animal está baseada em três importantes características: mimetizar os 

sintomas da doença, reproduzir aspectos da sua fisiopatologia, e quando 

administrados agentes terapêuticos usualmente utilizados no tratamento, estes 

devem reverter os sintomas induzidos no animal (GHEDIM et al., 2012; 

VALVASSORI et al., 2013; SLATERRY e CRYAN, 2014). Vários modelos já foram 

testados para o THB, baseados na indução de sintomas de episódios maníacos, 

visualizados nos animais através da hiperlocomoção (YOUNG et al., 2011). Entre 

eles, o tratamento farmacológico com anfetamina (FREY et al., 2006; MORETTI et 

al., 2011) e também com ouabaína (BRÜNING et al., 2012; TONIN et al., 2014). 

Atualmente a utilização de cetamina como um modelo de hiperlocomoção 

vem sendo estudada (GHEDIM et al., 2012; GAZAL et al., 2014). O modelo baseia- 

se na indução de alterações no comportamento e em parâmetros bioquímicos, uma 

vez que a cetamina liga-se não competitivamente ao receptor NMDA no SNC, 

inibindo a ação do seu neurotransmissor, o glutamato, em seu receptor. Existe 



 

 
 

 
também ação da cetamina na captação da dopamina, que também é inibida, 

aumentando a atividade dopaminérgica. Estas alterações nos níveis de 

neurotransmissão são semelhantes aos encontrados no estado de mania dos 

pacientes com THB, o que possibilita ao tratamento com cetamina ser passível de 

funcionar como um modelo animal de mania (SILVA et al., 2010). 

O tratamento usual para o THB é realizado através de fármacos 

estabilizadores de humor, sendo o carbonato de lítio o medicamento utilizado como 

primeira linha (NOLEN, 2015; ORUCH et al., 2014). O carbonato de lítio apresenta 

efeitos tanto em episódios maníacos quanto em episódios depressivos, além de 

atuar na prevenção da recorrência de novos episódios agudos (DINIZ et al., 2013). 

Apesar destes efeitos benéficos, diversos efeitos adversos são associados ao uso 

do carbonato de lítio, principalmente voltados a problemas de intoxicação (SHINE 

et al., 2015). Deste modo, o paciente necessita de monitoração constante dos 

níveis do fármaco no sangue, o que também dificulta a adesão ao tratamento 

(CASTRO-COSTA e SILVA, 2011; MAY et al., 2015). 

Diversos estudos tem sugerido que o THB é um distúrbio neuroprogressivo, 

ou seja, apresente um curso progressivo de dano e disfunção, e 

consequentemente um aumento dos sintomas e piora do quadro clínico do 

paciente. Esta afirmação pode ser justificada pela observação de uma progressiva 

redução dos períodos eutímicos no paciente de acordo com o avanço da doença. 

Além disso, a maior quantidade de episódios maníacos ou depressivos está 

relacionada com redução da resposta apropriada ao tratamento – farmacológico e 

psicológico – e o aumento de comorbidades associadas (BERK et al., 2011; BUDNI 

et al., 2013). Neste sentido, o avanço da doença poderia levar a um agravamento 

na sua fisiopatologia, envolvendo novos sistemas do organismo, e desta maneira 

favorecendo a vulnerabilidade a novos episódios, ocorrendo cada vez mais 

frequentemente, e reduzindo o potencial de resposta frente ao tratamento. 

 

 
Estresse Oxidativo 

 

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio persistente entre 

processos pró-oxidantes e o potencial antioxidante do organismo, resultado de 

uma expressão exacerbada de espécies reativas, acompanhada ou não da 



 

 
 

 
redução destes mecanismos de defesa antioxidante (SIWEK et al., 2013). O 

aumento da geração de espécies reativas pode levar a sérios danos na 

estrutura das células, como nas membranas celulares, proteínas e DNA, e em 

consequência causar alterações nas suas funções (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007; CZERSKA et al., 2015). 

Os processos oxidativos ocorrem no organismo na maioria das vezes de 

forma benéfica, auxiliando em funções fisiológicas normais. Espécies pró- 

oxidantes podem proteger células contra infecções combatendo possíveis 

patógenos, ou até regular a concentração de cálcio intracelular envolvido em 

processos de fosforilação de proteínas (SALIM, 2014). Estas espécies pró- 

oxidantes podem ser substâncias derivadas de oxigênio, e deste modo são 

denominadas Espécies Reativas de Oxigênio (EROs, ou no inglês ROS). O 

termo ROS compreende tanto os radicais livres – substâncias com elétrons 

desemparelhados e por isso capazes de receber elétrons – quanto derivados 

não-radicais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; CZERSKA et al., 2015), 

como demonstrado na Tabela 1. 
 
 
 
 

Nome completo Fórmula Estrutura 

Peróxido de Hidrogênio H2O2 Não-radical 

Radical Superóxido O2- Radical 

Radical Hidroxil OH- Radical 

 
 

Tabela 1: Exemplos de espécies reativas derivadas do metabolismo do oxigênio. 

 
 
 

As reações redox são base de diversas vias de regulação celular, e 

normalmente há um equilíbrio entre as espécies reativas e as defesas 

antioxidantes presentes no organismo (MAGALHÃES et al., 2012). Substâncias 

antioxidantes são aquelas que impedem, previnem ou removem o dano 

oxidativo de moléculas alvo. Defesas antioxidantes enzimáticas são agentes 



 

 
 

 

que removem cataliticamente as ROS, como as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), que remove o O2-, convertendo-o a H2O2, e a enzima catalase (CAT), 

responsável pela dismutação do H2O2 para geração de O2. As atividades 

destas duas enzimas em conjunto são responsáveis por neutralizar a ação 

nociva dos radicais de oxigênio, formando ao final da cascata uma molécula de 

menor capacidade reativa e consequentemente que irá representar menor 

dano ao organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; LUSHCHAK, 2014). 

Além da SOD e da CAT, existem diversas outras enzimas com 

significativa capacidade antioxidante. Entre elas, as reações realizadas pelas 

enzimas glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) são 

importantes por também ajudar na neutralização de radicais de oxigênio 

(LUSHCHAK, 2014). A GPx realiza a remoção do H2O2 (e alguns outros 

peróxidos) através da oxidação da glutationa reduzida (GSH), uma molécula 

contendo grupamento tiólico. A reação leva a formação de glutationa na forma 

oxidada (GSSG), que pode ser novamente reduzida a GSH pela enzima 

glutationa redutase (GR) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; MUNEER, 

2016). Todas estas cascatas enzimáticas estão representadas na Figura 1. 

 
 

 

 

Figura 1: Sistemas de defesa antioxidante enzimática para neutralização de radicais 

livres derivados de oxigênio. Adaptado de PENG et al., 2014. 

 
 
 

Estudos sugerem que o estresse oxidativo pode estar relacionado com 

caráter neuroprogressivo de diversas doenças que atingem o SNC, como 



 

 
 

 
câncer, doenças neurodegenerativas, e atualmente com os transtornos 

psiquiátricos, incluindo o THB (GHANIZADEH e BERK, 2013; SOUSA et al., 

2014). O cérebro é particularmente vulnerável as ROS, devido principalmente a 

sua alta utilização de oxigênio para o metabolismo de suas células, além de 

apresentar alto conteúdo lipídico e íons que podem reagir em ligações redox e 

uma taxa mais baixa de enzimas com potencial antioxidante (SIWEK et al., 

2013). Neste contexto, o estresse oxidativo poderia funcionar como um 

estressor fisiológico capaz de funcionar como um “trigger”, ou um gatilho, para 

o desenvolvimento e/ou progressão de diversas doenças (SALIM, 2014). Logo, 

alterações que estejam relacionadas tanto ao aumento de geração de ROS, 

como a diminuição destas poucas defesas já existentes, podem explicar a 

fisiopatologia ou o surgimento de novos episódios maníacos ou depressivos no 

THB. 

De acordo com a literatura, existe relação entre o THB e disfunção nas 

mitocôndrias, organelas responsáveis pela grande parte dos processos 

oxidativos e fonte da geração de ROS. Esta disfunção é evidenciada pela 

presença de comorbidades envolvendo doenças mitocondriais, a ocorrência de 

pacientes com polimorfismos específicos ou mutações em seu DNA 

mitocondrial, e também acerca do efeito que o carbonato de lítio apresenta em 

relação ao metabolismo mitocondrial, aumentando a atividade de complexos da 

cadeia transportadora de elétrons no SNC (SIWEK et al., 2013; BERK et al., 

2011). 

Como já mencionado anteriormente, o aumento dos parâmetros 

oxidativos pode estar relacionado a danos gerados em estruturas celulares 

diversas. Neste sentido, diversos estudos já descrevem o aumento da 

peroxidação lipídica, associada ao aumento dos níveis de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), sendo inclusive o marcador sistêmico mais 

consistente entre todos os dados na literatura encontrados em pacientes e 

modelos animais do THB. Os lipídeos são os maiores componentes das 

membranas de neurônios e da bainha de mielina, logo o dano diretamente 

ligado a eles pode representar um comprometimento muito expressivo ao 

funcionamento do SNC (KAPCZINSKI et al., 2011; JOSHI e PRATICÒ, 2014). 



 

 
 

 
Alterações na atividade de enzimas antioxidantes também já foram 

descritas em relação ao THB, porém alguns dados encontrados ainda são 

controversos. Alguns estudos observaram a diminuição das enzimas SOD, 

CAT e nos níveis de glutationa relacionados à pacientes portadores de THB 

comparados a indivíduos controle, principalmente quando estes se 

encontravam em algum episódio agudo da doença (maníaco ou depressivo) 

(AYDEMIR et al., 2014; GHANIZADEH e BERK, 2013) . Logo, sugere-se que 

além do estresse oxidativo estar relacionado com a neuroprogressão do THB, 

ele seria condicionalmente associado aos períodos agudos. 

Embora alguns marcadores de estresse oxidativo já tenham sido 

relacionados a diferentes fases do THB em contraste a pacientes eutímicos, 

não se pode afirmar que essa relação seja verdadeira. Ainda que contraditório, 

vários estudos observaram a ativação das defesas antioxidantes, 

representadas pelo aumento da atividade das enzimas SOD, GPx e GR, tanto 

em modelos animais quanto em pacientes portadores de THB (SALIM, 2014). 

Estes resultados contraditórios são explicados pelos autores como a presença 

de um mecanismo compensatório ao estado pró-oxidativo existente no 

organismo (MAGALHÃES et al., 2012). Em adição a isto, o tratamento com 

fármacos estabilizadores de humor foi capaz de normalizar este aumento de 

atividade, principalmente relacionado à enzima SOD (SIWEK et al., 2013). 

Devido ao surgimento nos últimos anos de vários trabalhos abordando a 

relação do estresse oxidativo com THB, este tema tem adquirido relevância 

clínica, sendo que estudos têm levantado a hipótese de que ele seria parte 

importante da fisiopatologia e neuroprogressão do distúrbio. Deste modo, torna-

se necessário o estudo de novos alvos terapêuticos que se utilizem deste 

mecanismo de ação de modo a frear esta evolução dos quadros clínicos. Neste 

sentido, o uso de antioxidantes pode ser uma importante alternativa aos 

fármacos já utilizados para o THB, tanto minimizando os efeitos adversos 

associados a eles, como em relação às complicações relacionadas com esta 

condição neuropsiquiátrica. 



 

 
 

 

Inflamação 

 
 

O sistema imunológico é um sistema complexo de diversas estruturas e 

moléculas que são responsáveis pela proteção do organismo contra estímulos 

gerados a partir de um patógeno ou de uma situação patológica (ABBAS e 

LITCHMAN, 2008). A resposta do sistema imunológico frente a estas situações 

é chamada de processo inflamatório, que consiste em uma tentativa de 

combate à infecção ou ao dano que possa estar presente nos tecidos do 

organismo devido à patologia (MURPHY et al., 2010; BERK et al., 2011). 

As citocinas inflamatórias são uma família de polipeptídeos produzidos a 

partir de diferentes células, entre elas as células do sistema imunológico, e são 

mediadores sistêmicos cruciais para uma resposta adequada do organismo 

frente a infecções e processos inflamatórios, através da ativação de receptores 

específicos (KUNZ et al., 2014; ALTAMURA et al., 2014). As interleucinas são 

um grupo de citocinas liberadas pelas células imunológicas que possuem 

diferentes funções nos processos inflamatórios (ABBAS e LITCHMAN, 2008). 

A Interleucina 6 (IL-6) é considerada uma citocina pró-inflamatória, 

porque apresenta um efeito local muito importante na ativação de linfócitos e 

produção de anticorpos, ambos responsáveis pela imunidade adaptativa. Além 

disso, a IL-6 também possui efeitos sistêmicos, como a indução de febre e 

produção de proteínas de fase aguda, como a proteína C – reativa (PCR). Já a 

Interleucina 10 (IL-10) possui efeitos anti-inflamatórios, uma vez que apresenta 

efeitos inibitórios da ativação de células T adjacentes e também da liberação 

de citocinas a partir de macrófagos (MURPHY et al., 2010; BERK et al., 2011). 

Além destas duas, existem outros diversos mediadores, com efeitos pró- 

inflamatórios – como interleucina 1β (IL-1β), fator de necrose tumoral α (TNFα), 

interleucina 8 (IL-8) e interferon-γ (IFN-γ) – e com efeitos anti-inflamatórios – 

como interleucina 4 (IL-4) e fator de transformação e crescimento- β (TGF-β) 

(BERK et al., 2011; MUNEER, 2016). 

Diversos estudos na literatura evidenciam a presença de uma relação 

entre os processos inflamatórios no encéfalo (neuroinflamação) e também nos 

órgãos periféricos, com a fisiopatologia e neuroprogressão de diversas 



 

 
 

 
doenças que afetam o SNC, entre elas o THB (BERK et al., 2011). Esta 

afirmação é evidenciada pelas altas taxas de comorbidades associadas ao 

transtorno, principalmente envolvendo mortalidade prematura por complicações 

cardiovasculares, como a aterosclerose, que podem estar relacionadas ao 

aumento de processos inflamatórios em pacientes com THB (OZDEMIRCAN et 

al., 2015; MUNEER, 2016). Neste sentido, o processo inflamatório, juntamente 

com o estresse oxidativo, parece ter um papel chave no desenvolvimento do 

THB (KUNZ et al., 2010). 

De fato, há um crescente volume de dados demonstrando a presença de 

inflamação crônica em pacientes com THB, baseado no aumento dos níveis de 

mediadores inflamatórios encontrados tanto no SNC como em tecidos 

periféricos (BARBOSA et al., 2014; NASSAR e AZAB, 2014). Elevadas taxas 

de citocinas pró-inflamatórias estão associadas a episódios maníacos e 

depressivos, em relação às observadas em pacientes eutímicos (BERK et al., 

2011; RODA et al., 2015). Em vista deste potencial papel da inflamação na 

fisiopatologia do THB, tem sido sugerido que a análise dos níveis de citocinas e 

outros mediadores inflamatórios a partir de amostras periféricas de fácil 

obtenção, como o soro e plasma sanguíneo, sejam aplicadas como 

marcadores biológicos para o diagnóstico mais eficaz e como possível alvo 

terapêutico (KAPCZINSKI et al., 2011; RODA et al., 2015). 

Os dados mais consistentemente descritos na literatura demonstram o 

aumento dos níveis da IL-6 em soro de pacientes principalmente durante 

episódios maníacos, inclusive sendo sugerido por alguns autores como um 

possível marcador para estes estados (KAPCZINSKI et al., 2011; RODA et al., 

2015; MUNEER, 2016). Já quanto aos níveis de IL-10, alguns estudos trazem 

uma diminuição desta citocina anti-inflamatória somente em pacientes em 

estágio mais avançado do transtorno, não sendo observadas alterações em 

pacientes recém-diagnosticados (RODA et al., 2015). Além disso, podem ser 

encontrados níveis elevados de outros mediadores pró-inflamatórios, como IL- 

1β e TNFα (BERK et al., 2011; RODA et al., 2015). O aumento nos níveis 

destes mediadores, principalmente a IL-6, contribui também para o aumento 

nos níveis de PCR, portanto sendo possível observar um estado pró- 

inflamatório característico na fase maníaca do THB (BAUER et al., 2014). 



 

 
 

 
As citocinas inflamatórias periféricas não possuem a capacidade de 

permear a barreira hematoencefálica, entretanto podem atingir o SNC através 

de vias alternativas: através de áreas não protegidas pela barreira 

hematoencefálica, como os órgãos circunventriculares; da ativação de vias 

aferentes vagais; o transporte ativo por meio da barreira; o acesso das células 

imunes periféricas ao SNC e consequente secreção de citocinas por elas; ou a 

secreção de mediadores inflamatórios pelas próprias células endoteliais que 

constituem a barreira hematoencefálica (ALTAMURA et al., 2014; MUNEER, 

2016). 

Mirtilo e suas propriedades terapêuticas 

 
 

Atualmente a busca por uma alimentação mais saudável tem se tornado 

cada vez mais comum, através do consumo de alimentos funcionais, como 

vegetais e frutas. A alimentação nutracêutica, como é definida a 

suplementação da dieta com fitonutrientes, apresenta diversos benefícios à 

saúde, além de auxiliar na prevenção e/ou tratamento de patologias (PENG et 

al., 2014). Isto se dá devido à presença de compostos bioativos nestes 

alimentos, que possuem diferentes propriedades bioquímicas com potencial 

terapêutico (SUBASH et al., 2014; CARVALHO et al., 2015). 

O mirtilo, também conhecido no inglês como blueberry, é uma fruta 

originária da América do Norte, pertencente ao gênero Vaccinium e da família 

Ericaceae, (SKROVANKOVA et al., 2015). A produção mundial da fruta ocorre 

em sua maioria nos Estados Unidos e no Canadá, onde é amplamente 

consumida, e recentemente o Brasil vem demonstrando interesse em seu 

cultivo, principalmente no sul e no sudeste do país (RODRIGUES et al., 2011). 

O mirtilo é classificado como um tipo de Berry, juntamente com o morango, 

cereja, framboesa, amora, groselha e uva, por apresentar tamanho pequeno 

arredondado e sabor doce-ácido (MANGANARIS et al., 2013). Quando maduro, 

apresenta coloração azul arroxeada e peso entre 1,5 e 4g, dependendo do 

cultivar (FACHINELLO, 2008). 

Todas as plantas, incluindo as frutíferas, produzem metabólitos que 

necessariamente não são essenciais ao seu metabolismo próprio, porém 



 

 
 

 
apresentam uma variedade de funções envolvidas com a sua sobrevivência. 

Estes metabólitos são chamados de secundários, e são as principais moléculas 

responsáveis pelos efeitos benéficos atribuídos às plantas (JOSEPH et al., 

2009). No caso do mirtilo, os principais metabólitos secundários produzidos são 

os compostos fenólicos, como ácidos fenólicos, flavonoides e principalmente as 

antocianinas. A estes compostos são atribuídas diversas propriedades 

terapêuticas, como o potencial antioxidante (JESUS, 2013; DIACONEASA et 

al., 2015). 

As antocianinas são os compostos fenólicos mais abundantemente 

encontrados no mirtilo, e cerca de 80% da capacidade antioxidante da fruta é 

derivada destas moléculas (SKROVANKOVA et al., 2015; PENG et al., 2014). 

Além de antocianinas, o mirtilo também apresenta diversos outros compostos 

fenólicos, além de vitaminas, como o ácido ascórbico, responsável por cerca de 

10% do potencial antioxidante (SKROVANKOVA et al., 2015). Neste sentido, o 

sinergismo entre estes variados compostos bioativos encontrados no fruto é 

também uma característica importante responsável pelo seu potencial 

antioxidante e consequente benefício à saúde. 

Entre as frutas Berries, o mirtilo é a que apresenta a maior variedade de 

antocianinas, e esta abundância pode explicar o fato de que a fruta é 

considerada uma das frutas com maior capacidade antioxidante (PRIOR et al., 

1998; RODRIGUES et al., 2011; SKROVANKOVA et al., 2015). A 

concentração de antocianinas no mirtilo é dependente de diversos fatores, 

como o tipo de cultivar e a localização do plantio, as técnicas e condições de 

cultivo, além do processamento e estocagem da fruta (FACHINELLO, 2008; 

SKROVANKOVA et al., 2015). Porém alguns estudos já demonstraram que o 

potencial antioxidante das frutas produzidas no território brasileiro é muito 

semelhante às produções já bem estabelecidas na América do Norte 

(FACHINELLO, 2008; RODRIGUES et al., 2011; PERTUZATTI et al., 2014). 

As propriedades antioxidantes das antocianinas são derivadas da sua 

capacidade de funcionar como um scavenger de ROS, devido a sua estrutura 

fenólica. Estas moléculas possuem a capacidade de doar elétrons a fim de 

emparelhar os radicais livres, e assim neutralizá-los (PENG et al., 2014; 



 

 
 

 
SKROVANKOVA et al., 2015). Porém, são atribuídas ao mirtilo e às 

antocianinas outras potentes propriedades terapêuticas, como o caráter anti- 

inflamatório (SHUKITT-HALE et al., 2005) neuroprotetor (WANG, 2013; 

CARVALHO et al., 2015) e antinociceptivo (TORRI et al., 2007; RAMIREZ et 

al., 2010). 

Neste sentido, estudos demonstram o papel farmacológico do mirtilo em 

diversas situações patológicas, como desordens oftalmológicas (catarata e 

degeneração macular) (SKROVANKOVA et al., 2015), atividades anti- 

hiperlipidêmicas e hipoglicemiantes (MARY et al., 2009; ÇOBAN et al., 2013), 

na prevenção de doenças vasculares (ERLUND et al., 2008) e inibição da 

proliferação de células tumorais e angiogênese (DIACONEASA et al., 2015; 

BAGCHI et al., 2004). 

Diversos estudos tem relacionado a suplementação da dieta com o 

mirtilo e outros tipos de berries com a prevenção e tratamento de patologias e 

alterações de comportamento relacionadas ao envelhecimento e a doenças 

neurodegenerativas (SHUKITT-HALE et al., 2005; SUBASH et al., 2014). Uma 

vez que a neuroinflamação e a produção intensa de ROS apresentam um papel 

chave para o desenvolvimento e neuroprogressão de doenças no SNC, as 

antocianinas presentes no mirtilo com potencial antioxidante já comprovado 

podem estar associadas também a efeitos neuroprotetores (PENG et al., 2014). 

Estes efeitos ocorrem devido à capacidade da molécula de permear a barreira 

hemato-encefálica, e assim reduzir os efeitos das ROS diretamente em tecidos 

específicos no cérebro (ZEPEDA et al., 2012; SUBASH et al., 2014). 

Estudos demonstram que a suplementação com o mirtilo na dieta pode 

elevar a cognição e o funcionamento motor de ratos em idade avançada, 

aumentando o seu desempenho em testes de reconhecimento de objetos e de 

avaliação da locomoção e coordenação motora (JOSEPH et l., 2009). Testes in 

vitro utilizando cultivos celulares de neurônios apresentando acúmulo de 

proteínas amiloides, proteínas relacionadas com a perda de memória e 

desenvolvimento do Alzheimer, apresentaram efeito neuroprotetor a partir do 

tratamento com o extrato de mirtilo, tanto em cultivos de neurônios de ratos 

adultos como em idade avançada. Este efeito é explicado pelo aumento da 



 

 
 

 
expressão de glutationa, molécula que apresenta potentes efeitos 

antioxidantes, e assim é capaz de proteger as células dos efeitos deletérios das 

ROS (BREWER et al., 2010). Além disso, outros estudos também 

demonstraram o potencial antioxidante de extratos de mirtilo na upregulation da 

expressão de SOD e CAT, em modelos utilizando Droshophila melanogaster 

(PENG, et al., 2012). 

Dados na literatura também trazem que o tratamento via oral com 

antocianinas na concentração de 200mg/kg demonstrou ser capaz de aumentar 

o desempenho de memória em um modelo animal de Alzheimer (GUTIERRES 

et a., 2014). O consumo de suco de mirtilo diariamente por 12 semanas 

também já foi relacionado ao aumento do desempenho de memória em adultos 

idosos com declínio de memória (KRIKORIAN et al., 2010). Em adição a isto, já 

foram observados efeitos promissores no tratamento de doenças psiquiátricas, 

como a depressão, com dados demonstrando potencias efeitos antidepressivos 

relacionados ao tratamento com antocianinas (NABAVI et al., 2015). 

Neste sentido, as terapias à base de plantas podem ser alternativas 

eficazes no tratamento do THB porque os estabilizadores de humor utilizados 

como preferência – o carbonato de lítio especialmente – apresentam diversos 

efeitos adversos, o que limitam a sua tolerabilidade, dificultando a adesão do 

paciente ao tratamento, e ao fim uma maior taxa de recaídas e novos episódios 

(CASTRO-COSTA e SILVA, 2011). Uma vez demonstrada atividade 

antioxidante e prevenção na alteração de diversos mecanismos de sinalização 

celular envolvendo diversas patologias, inclusive de ordem psiquiátrica, torna- 

se necessário avaliar o efeito do tratamento preventivo com o extrato de mirtilo 

em um modelo experimental de mania. 
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Abstract 

 
 

The aim of the present study was to evaluate the protective effects of blueberry 
extract on oxidative stress and inflammatory parameters in a model of mania 
induced by ketamine administration in rats. Male rats were pretreated with 
blueberry extract (200 mg/kg, once a day for 14 days) lithium chloride (45 
mg/kg, mood stabilizer used as a positive control, twice a day for 14 days), or 
vehicle. Between the 8th and 14th days, rats also received an injection of 
ketamine (25 mg/kg) or vehicle. In the 15th day, thirty minutes after ketamine 
administration the hyperlocomotion of the animals was assessed in the open - 
field apparatus. Immediately after the behavioral analysis brain and blood were 
collected for biochemical determinations. Our results showed that ketamine 
induced hyperlocomotion and oxidative damage in cerebral cortex, 
hippocampus and striatum evaluated by increase in lipid peroxidation, 
decreased in total thiol content and decreased in the activities of antioxidant 
enzymes such as superoxide dismutase, catalase e glutatione peroxidase. 
Ketamine administration also increased the IL-6 levels in serum in rats. 
Pretreatment of rats with blueberry extract or lithium prevented the 
hyperlocomotion, pro - oxidant effects and inflammation induced by ketamine. 
Our findings suggest that blueberry consumption has a neuroprotective 
potential against behavioral and biochemical dysfunctions induced in a 
preclinical model that mimic some aspects of the manic behavior. 
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1. Introduction 

 
 

Bipolar disorder (BD) is a chronic, severe and prevalent mental disorder 

associated with high rates of non-recovery, recurrence, and chronicity (Munner, 

2016b). BD is one of the leading causes of disability among individuals with 

medical and psychiatric conditions, affecting 1% to 5% of the world population, 

and it is associated with substantial morbidity and mortality (Young and Dulcis, 

2015). Moreover, for many affected individuals, BD is a progressive and 

accelerating condition associated with neurostructural changes and cognitive 

deterioration (Angst et al., 2002; Ketter et al., 2010). 

The pathophysiological mechanisms underlying BD are still unknown and 

include genetic factors, neuroinflammation and neurodegeneration (Andreazza 

et al., 2008; Martinowich et al., 2009). In this context, oxidative stress and 

inflammation seem to play important role triggering cellular process associated 

with the development and progression of psychiatric disorders, including BD 

(Kapczinski et al., 2011, Berk et al., 2011 Siwek et al., 2013; Bauer et al., 2014; 

Selek et al., 2015). 

Oxidative stress occurs when there is an imbalance between pro-oxidant 

levels and antioxidant capacity (Jones, 2008). This condition can contribute to 

damage in cellular components, such as proteins, lipids and DNA, leading to 

apoptosis and cell death (Finkel and Holbrook, 2000; Jones, 2008). 

The brain is especially vulnerable to the effects of oxidative stress 

because of its high oxygen demand and its high amounts lipids susceptible to 

peroxidation (Salim, 2014; Kim et al., 2015). In this line, oxidative stress is 

thought to mediate neuropathological processes associated with progression of 

BD (Selek et al., 2015). In addition, several pieces of evidences demonstrated 

increased pro inflammatory mediators, such as interleukin 6 (IL- 6) and tumor 

necrosis factor alpha (TNFα) in BD, suggesting that activation in inflammatory 

pathways is also involved in this pathology (Modabbernia et al., 2013; Bauer et 

al., 2014; Selek et al., 2015). 

Mood stabilizers such as lithium represent the first line of treatment 

during a manic episode. However, many BD patients do not adequately respond 



 

 
 

 
to pharmacological treatment and frequently present some side effects that 

contribute to reduce the patients’ quality of life (Budni, 2013). Therefore, it is 

important to search for new therapeutic approaches that represent alternative 

strategies to manage the manic episodes associated with BD. In fact, there is a 

growing interest in the use of natural compounds with antioxidant and anti- 

inflammatory properties such as polyphenol-rich fruit extracts (Krikorian et al., 

2010; Jeong et al., 2013). 

Blueberries are plants belonging to genus Vaccinium of the family 

Ericaceae (Wang et al., 2013). The fruit has a dark color due to the presence of 

anthocyanins as principal pigment (Zepeda et al., 2012). Studies have 

described a wide range of biological properties and several health benefits 

might be associated with the consumption of blueberry, such as high antioxidant 

capacity, anti-inflammatory, immune-regulatory and neuroprotective properties 

(Wang, 2013; Kšonžeková, 2015). Epidemiological studies have demonstrated 

the association between regular blueberry consumption and the clinical 

improvement in patients with neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s 

and Parkinson’s disease (Gustafson et al., 2012). Nevertheless, the effects of 

the blueberry consumption in behavior associated with psychiatric disorders are 

not elucidated yet. 

In this context, the aim of this study was to evaluate the neuroproctetive 

effects of blueberry extract (Vaccinium virgatum) on oxidative stress parameters 

and peripheral inflammation in rats submitted to a model of manic-like behavior 

induced by ketamine. 

 
2. Materials and Methods 

 
 Animals 

Male Wistar rats (60 days old) were obtained from the Central Animal 

House of the Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil. Animals were 

maintained on a 12/12 h light/dark cycle in an air-conditioned constant 

temperature (22 ± 1°C) colony room. Rats had free access to a 20% (w/w) 

protein commercial chow and water. Animal procedures were approved by the 

Ethics Committee and Animal Experimentation of the Federal University of 

Pelotas, Brazil under protocol number (CEEA 9026). 



 

 
 

 

Plant material, extract preparation and phytochemical determination 

 
 Extraction 

Vaccinium virgatum fruits were harvested in the orchard at Federal 

University of Pelotas (31º48’12.48’’S and 52º30’34.08’’W). The extracts were 

prepared according to Bordignon et al. (2009) with modifications. Briefly, 

unprocessed frozen blueberry fruits (30 g) were sonicated for 30 min at 25ºC in 

90 mL 70:30 v/v ethanol-water. The pH solution was adjusted to 1.0. After this, 

the crude extracts were filtered; the ethanol evaporated under reduced pressure 

and the remaining aqueous solution was lyophilized yielding the test samples. 

These procedures were performed in triplicate and sheltered from light. 

 
 Total flavonoid content 

The total flavonoid content in samples was determined according to 

Miliauskas et al. (2004) with minor modifications. The calibration curve was 

prepared by mixing aliquots of 1 mL of an ethanolic solution of rutin at 

concentrations of 100, 150, 200, 300, 450 and 500 µg/mL with 1 mL of an 

ethanolic solution of 20 g/L aluminum chloride and diluted to 25 mL of ethanol. 

The absorptions were measured at 415 nm after 40 min. These readings were 

used to draw the calibration curve. The absorption of each blueberry sample 

was measured under the same conditions. Data are mean ± SD values 

expressed as milligrams of rutin per 1 g of dried extract. All analyses were 

performed in triplicate. 

 
 Total phenolic content 

The total phenolic content was determined according to Singleton et al. 

(1999) with slight modifications. The calibration curve was first prepared by 

mixing 125 mL aliquots of an ethanolic solution of gallic acid at concentrations 

of 100, 150, 200, 300, 450 and 500 µg/mL, 500 µL of distilled water and 125 µL 

of Folin-Ciocalteau reagent. After 3 min 1.25 mL of a 7% solution of sodium 

carbonate was added and 1 mL of distilled water making a final volume of 3 mL. 

The readings were performed after 90 minutes on a wavelength of 760 nm. 

Data are mean ± SD values expressed as milligrams of gallic acid per 1 g of 

dried extract. 



 

 
 
 
 

 Total anthocyanin content 

Anthocyanins were quantified by the differential pH method. Calculation 

of the anthocyanin concentration was based on cyanidin-3-glucoside in a molar 

extinction coefficient of 26,900 and molecular weight of 449.2 g/mol. Data are 

mean ± SD values expressed as milligrams of cyanidin-3-glucoside per 1 g of 

dried extract. All analyses were performed in triplicate. 

 
 LC/MS and anthocyanin identification 

Anthocyanin profile analysis was performed by liquid chromatography 

(UPLC, Waters Acquity mode) coupled to high resolution mass spectrometry 

(Xevo G2 QTof model), equipped with an electrospray ionization source and 

controlled by MassLynx v.4.1 software. Separation was performed in a C18 

column (100 x 2.1 mm - 1.7 uM - Kinetix / Phemomenex) at 40 °C. The mobile 

phase consisted of a linear gradient of 0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B) 

using the range of 5% to 58% B over 8 minutes at a flow rate of 0.5 mL min-1. A 

mass spectrum was obtained in positive mode, with a mass range of m/z of 100 

to 1000. The capillary voltage used was 2.0 kV and the cone voltage of 50 V. 

Nebulization and desolvation were performed with nitrogen at 300 and flow 10 L 

h-1. Desolvation and source temperature were respectively 300 °C and 120 ° C. 

 
Experimental protocol of mania state and treatment with blueberry 

extract 

This study was designed to mimic the prevention protocol of the mania 

state as previously described in the literature (Ghedim et al., 2012; Gazal et al., 

2014). The animals were divided into six groups: saline/saline, saline/ blueberry 

extract (200 mg/kg)/, saline/lithium chloride (45 mg/kg), ketamine/saline, 

ketamine/ blueberry extract (200 mg/kg), ketamine/ lithium chloride (45 mg/kg). 

The experimental groups were treated with blueberry extract 200 mg/kg (once a 

day) and lithium 45 mg/kg (twice a day) for 14 days by oral administration. From 

the 8th to the 14th day the animals also received saline or ketamine (25 mg/kg) 

once a day by intraperitoneal route administration. On the 15th day of treatment, 

the animals received a single injection of ketamine or saline and the locomotor 

activity was assessed in the open-field apparatus after 30 min (Figure 1). 

Ketamine, blueberry extracts and lithium chloride were dissolved in saline 



 

 
 

 
solution (NaCl 0.9%). The doses of ketamine, lithium chloride and blueberry 

extract used in the present study were chosen according to the literature 

(Ghedim et al., 2012; Gazal et al., 2014; Gutierres et al., 2014a). 

 

Open-field test 

Locomotor and anxiety-related behavior was monitored using an open- 

field apparatus, as previously described (Gazal et al., 2014). The apparatus 

consisted of a wooden box measuring 40 x 60 x 50 cm. The floor of the arena 

was divided into 12 equal squares and placed in a sound free room. Animals 

were placed in the rear left square and left to explore it freely for 5 min. The 

total number of squares crossed with all paws (crossing) was counted in order 

to evaluate the ambulatory behavior. The number of central crossings was the 

measure used to evaluate anxiety. The apparatus was cleaned with a 10% 

alcohol solution and dried after each individual animal session. 

 
Determination of oxidative stress parameters in brain structures 

Rats were submitted to euthanasia immediately after the open-field test. 

Cerebral cortex, hippocampus and striatum were homogenized in 10 volumes 

(1:10 w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing 140 mM KCl. 

Homogenates were centrifuged at 750 x g for 10 min at 4°C, the pellet was 

discarded and the supernatant was immediately separated and used for the 

oxidative stress measurements. The protein content was quantified by the 

method of Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin as a standard. 

 
 Thiobarbituric acid reactive species formation (TBARS) 

The measure of lipid peroxidation was determined by TBARS in 

accordance with the protocol described by Esterbauer and Cheeseman (1990). 

Briefly, homogenates were mixed with trichloroacetic acid 10% and 

thiobarbituric acid 0.67% and heated in a boiling water bath for 25 min. TBARS 

was determined by the absorbance at 535 nm. Results were reported as nmol 

of TBARS per mg of protein. 

 
 Total sulfhydryl content (SH content) 

This assay was performed as described by Aksenov and Markesbery 

(2001) which is based on the reduction of DTNB by thiols, which in turn, 



 

 
 

 
becomes oxidized (disulfide) generating a yellow derivative (TNB) whose 

absorption is measured spectrophotometrically at 412 nm. Briefly, homogenates 

were added to PBS buffer pH 7.4 containing EDTA. The reaction was started by 

the addition of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). Results were 

reported as mol TNB per mg of protein. 

 
 Catalase (CAT) assay 

CAT activity was assayed by the method of Aebi (1984). H2O2 

disappearance was continuously monitored during 90 s in a spectrophotometer 

adjusted at 240 nm. CAT specific activity was reported as units of enzyme per 

mg of protein. 

 
 Superoxide dismutase (SOD) assay 

Total SOD activity was measured using the method described by Misra 

and Fridovich (1972). This method is based on the inhibition of superoxide 

dependent adrenaline auto-oxidation in a spectrophotometer adjusted at 480 

nm. The specific activity of SOD was reported as units per mg of protein. 

 
 Glutathione peroxidase (GPx) 

GPx activity was measured according to the method described by 

Wendel (1981) using tert-butyl hydroperoxide as substrate. NADPH 

disappearance was monitored spectrophotometrically at 340 nm in a medium 

containing 2 mM glutathione, 0.15 U/mL glutathione reductase, 0.4 mM azide, 

0.5 mM tert-butyl hydroperoxide and 0.1 mM NADPH. One GPx unit is defined 

as 1 μmol of NADPH consumed per minute and the specific activity is 

represented as units/mg of protein. 

 
Cytokine analysis 

Serum levels of IL-6 and IL-10 were measured using Immunoassay kits 

(DuoSet ELISA Development, R&D Systems, Inc., USA) according to the 

manufacturer's instructions. The presence and concentration of the cytokines 

were determined by the intensity of the color measured by spectrometry in a 

micro ELISA reader. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036192301400118X#bib9015


 

 
 
 
 
 
 

Statistical analysis 

 
Comparisons between experimental groups were performed by two-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc test. The values 

are expressed as mean ± S.E.M. P < 0.05 was considered significant. 

 
3. Results 

 

Anthocyanin identification was based on fragmentation pattern and exact 

mass (Table 1). Five aglycone fragments, cyanidin (m / z 287.0552), peonidin 

(m / z 301.0711), delphinidin (m / z 303.0506), petunidin (m / z 317.0668) and 

malvidin (m / z 331.0814) were identified. Aglycone fragmentation pattern and 

exact mass allowed the identification of nine monoglucosylated anthocyanins. 

Ketamine treatment induced hyperlocomotion in rats, which was 

evaluated by an increase in the number of crossings in the open field test 

(Figure 2). Pretreatment with blueberry extract or lithium prevented the 

hyperlocomotion induced by ketamine: (blueberry and lithium pretreatment: 

[F(2,44)=7.18 P= 0.0020], ketamine treatment: [F(1,44)=29.07 P= 0.0001], 

interaction: [F(2,44)=3.32 P=0.0450] (Figure 2). 

The results of oxidative stress parameters in cerebral cortex are 

demonstrated in Figure 3. Our results showed that treatment with ketamine 

caused an increase in the TBARS levels in cerebral cortex and pretreatment 

with blueberry extract or lithium was able to prevent this effect (ketamine 

treatment: [F(2,26)=3.55 P= 0.0432], blueberry and lithium pretreatment: 

[F(1,26)=4.28 P= 0.0485] interaction: [F(2,26)=14.30 P<0.0001] (Figure 3A). 

Blueberry extract and lithium pretreatment also prevented the decrease in the 

total sulfhydryl content induced by ketamine in cerebral cortex (ketamine 

treatment: [F(2,23)=5.46 P=0.0285], blueberry and lithium pretreatment: 

[F(1,23)=11.4 P= 0.0004] interaction: [F(2,23)=42.54 P<0.0001]) (Figure 3B). In 

relation to antioxidant enzymes we observed a decrease in the SOD and CAT 

activities in cerebral cortex of rats treated with ketamine. In addition, blueberry 

and lithium were capable of preventing this effect: (SOD: ketamine treatment: 

[F(2,23)=12.14 P=0.0022], blueberry and lithium pretreatment: [F(1,23)= 26.50 



 

 
 

 

P= 0.0001] interaction: [F(2,23)=17.83 P<0.0001]) (Figure 3C), (CAT: ketamine 

treatment: [F(2,23)=5.71 P=0.0258], blueberry and lithium pretreatment: 

[F(1,23)=3.79 P= 0.0385] interaction: [F(2,23)=6.92 P<0.0047]) (Figure 3D). No 

changes were observed in the activity of GPx in cerebral cortex in all groups 

evaluated in this study (Figure 3E). 

Figure 4 shows that blueberry extract or lithium treatment also was 

capable of preventing the increase in TBARS levels and the decrease in the 

activities of SOD and CAT enzymes induced by ketamine in hippocampus: 

(TBARS: ketamine treatment: [F(1,24)=38.86 P< 0.0001], blueberry and lithium 

pretreatment: [F(2,24)= 5.79 P= 0.0088], interaction: [F(2,24)=18.74 P<0.0001]) 

(Figure 4A), (SOD: ketamine treatment: [F(1,24)=5.18 P< 0.0332], blueberry 

and lithium pretreatment: [F(2,24)= 19.87 P= 0.0032], interaction: 

[F(2,24)=40.00 P<0.0001]) (Figure 4C), (CAT: ketamine treatment: 

[F(1,24)=4.40 P< 0.045], blueberry and lithium pretreatment: [F(2,24)= 7.50 P= 

0.0023], interaction: [F(2,24)=15.52 P<0.0001]) (Figure 4D). No changes were 

observed in the levels of total sulfhydryl content and activity of GPx in 

hippocampus in all groups evaluated in this study (Figure 4B and E). 

As demonstrated in Figure 5A blueberry extract and lithium pretreatment 

prevent the increase in TBARS levels induced by ketamine in striatum: 

(ketamine treatment: [F(1,18)= 10.98 P< 0.0362], blueberry and lithium 

pretreatment: [F(2,18)= 10.30 P= 0.0010], interaction: [F(2,18)=4.01 P<0.0362]) 

(Figure 5A). The treatment with ketamine induced a decrease in GPX activity 

and blueberry treatment prevented this effect: (ketamine treatment: 

[F(1,18)=8.81 P< 0.00082], blueberry pretreatment: [F(2,18)= 4.29 P= 0.0299], 

interaction: [F(2,18)=5.59 P<0.0001]) (Figure 5E). As demonstrated in figure 5 

B, C and D, no changes were observed in the levels of total sulfhydryl content 

and activity of SOD and CAT enzymes in striatum in all groups of this study 

(Figure 5B, C and D). 

In this study we also evaluated the effects of blueberry extract and lithium 

on inflammatory parameters such as IL- 6 and IL-10 levels in a ketamine - 

induced model of mania. Our results showed that ketamine induced an increase 

in serum IL-6 levels and that only lithium treatment was capable of preventing 

this alteration: (ketamine treatment: [F(1,18)=5.48 P< 0.0001], lithium 

pretreatment: [F(2,18)= 9.95 P= 0.0014], interaction: [F(2,18)=27.04 P= 



 

 
 

 
0.0316]) (Figure 6A). No changes were observed in the IL-10 levels in serum in 

any of the groups evaluated in this study (Figure 6B). 

 
4. Discussion 

In the present study we evaluated the effects of blueberry extract in an 

experimental model of manic-like behavior induced by ketamine administration 

in rats. Ketamine is a psychotomimetic compound also used as an anesthetic 

drug. In sub anesthetic doses ketamine is able to induce different effects on 

mood and behavior, ranging from a fast antidepressant effect (in lower doses) 

to induction of hyperlocomotion and manic-like behavior (in higher sub 

anesthesic doses) (Ghedim et al., 2012). Ketamine is a pharmacological 

antagonist of NMDA glutamate receptors, and represents a valid model of 

manic-like behavior because this model produces behavioral and biochemical 

alterations similar to those found in BD (Ghedim et al., 2012; Fraga et al., 

2013). In addition, the administration clinically effective mood stabilizers, is 

capable to prevent or revert these alterations. The hyperactivity can be viewed 

as manic-like behavior because this symptom is very common in patients in the 

maniac phase of BD (Henry et al, 2010). 

Our findings showed that ketamine administration induced 

hyperlocomotion and changes in some brain oxidative stress parameters such 

as the increase in TBARS levels, decrease in the total thiol content in cerebral 

cortex and decrease in the activities of antioxidant enzymes SOD and CAT 

(cerebral cortex and hippocampus) and GPX (striatum). Similar results were 

described in other studies with experimental models of mania (Jornada et al., 

2011; Gazal et al., 2014). In addition, the literature has consistently reported 

increased products of lipid peroxidation and alterations in antioxidant enzymes 

in BD patients (Ranjekar et al., 2003; Machado-Vieira et al., 2007; Andreazza et 

al., 2008; Kapczinski et al., 2011). 

Lipid peroxidation is the one the main events induced by oxidative stress 

in which reactive species interact with polyunsaturated fatty acids (Ayala et al., 

2014). Oxidation products may induce damage to cellular membrane 

components, alterations in the biochemical properties of biomolecules, cell 

necrosis and inflammation (Leutner et al., 2001; Stark, 2005; Montine et al., 

2002; Rawdin et al., 2013; Ayala et al., 2014). Antioxidant enzymes such as 



 

 
 

 
SOD, CAT and GPx have a crucial role in the scavenging free radicals. CAT 

and SOD catalyzes the dismutation of superoxide anion (O2
.-) in hydrogen 

peroxide (H2O2) which is sequentially degraded by CAT and GPx enzymes 

(Pisoschi and Pop, 2015). A decrease in the activity of SOD, CAT and GPx 

enzymes may lead to an excess of O2
.- and H2O2 which in turn generates 

hydroxyl radicals, resulting in initiation and propagation of lipid peroxidation 

(Matés et al., 1999; Leutner et al., 2001; Pisoschi and Pop, 2015). The results 

of this study suggest that the imbalance in antioxidant defenses probably alters 

reactive species elimination increasing the amount of free radicals. In this line, it 

is plausible to suggest that the oxidative stress is associated with changes in 

brain structures involved in mood and emotional regulation during the maniac 

phase of BD. 

Corroborating this hypothesis, data from literature have demonstrated 

alterations in hippocampus and cerebral cortex in BD such as reduction of 

synapsin (Vawter et al., 2002), decreased hippocampal NMDA receptors (Scarr 

et al., 2003), decreased cortical thickness (Lyoo et al., 2006) and reduced 

miRNA expression levels (Moreau et al., 2011). These two structures have 

been associated with a progressive decline of density and volume in patients 

with multiple mood episodes (Strakowski et al., 2002; Roda et al., 2015). In 

addition, striatum dysfunctions also have often been suggested due to its 

functional importance as a relay station integrating information between cortical 

areas and the thalamus (Kristansen and Meador–Woodruff, 2005; Marchand 

and Yugerlun-Todd, 2010). In fact, our findings suggest that oxidative stress 

might mediate the neuropathological process involved in etiology and 

progression of BD. 

The main finding of this study was the ability of blueberry extract to 

prevent hyperlocomotion and changes in oxidative stress parameters induced 

by ketamine in rats. These results are consistent with other experimental 

conditions, where blueberry treatment improved antioxidant defenses and 

decreased oxidant agents in brain regions (Papandreou et al., 2009, Pang et 

al., 2010, Çoban et al., 2015; Carvalho et al., 2015; 2016). 

Blueberries are the fruits that contain several polyphenolic compounds 

such as flavonoids, nonflavonoids and phenolic acids. Anthocyanins, a subset 

of flavonoids, are particularly abundant and play an important role in the 



 

 
 

 
protective effect of blueberries. In fact, the antioxidant effects of anthocyanins 

has been attributed to their metal chelating activities (Han et al., 2015), 

modulation of antioxidant enzymes (Carvalho et al., 2015), capacity to 

scavenge free radicals (Peng et al., 2014) and ability to decrease the activation 

of nuclear factor NF-Kβ (Karlsen et al., 2007). The neuroprotective effect of 

anthocyanins can be related also to this capacity to cross the blood-brain barrier 

acting in specific regions of the brain (Zepeda et al., 2012; Subash et al., 2014). 

Previous studies from our research group have demonstrated that anthocyanin-

rich extract prevented impairment of memory and anxiogenic behavior in an 

experimental model of Alzheimer (Gutierres et al.; 2014). In addition, it has 

been demonstrated that anthocyanins have affinity for GABAA receptors, since 

they are capable to displace the specific binding of [3H] flunitrazepam to 

benzodiazepinic site of these receptors (Gutierres et al., 2014a). Anthocyanin 

treatment can also regulate ion pump activity, cholinergic neurotransmission 

(Gutierres et al., 2014 a, b), attenuate the generation of ROS, reduce the 

production of proinflammatory cytokines and prevent the increase of 

myeloperoxidase activity in the brain (Carvalho et al., 2015). Moreover, 

another study demonstrated that anthocyanins prevented infiltration of 

peripheral immune cells in the hippocampus and reduced microglia (Iba-1) 

and astrocyte (GFAP) immunoreactivity after lipopolysaccharide administration 

in mice (Carvalho et al., 2016). 

Considering that several polyphenolic compounds present in blueberry 

extract, especially anthocyanins, have many cellular targets, blueberry is a 

promising neuroprotective compound that might be useful against brain 

dysfunctions associated with BD, especially during the manic episode. 

Although we cannot precisely explain the mechanisms involved in the effect of 

blueberry in ketamine - induced hyperlocomotion, there is a strong possibility 

that blueberry and lithium might share some of the intracellular targets to exert 

their antimaniac effects. However, is important to note that this antimaniac 

effect of blueberry can be associated with antioxidant effects observed in this 

study. 

Another important aspect to be discussed is that similar results were 

observed between blueberry and lithium treatment in oxidative stress 

parameters in hippocampus and cerebral cortex. Lithium is recommended as a 



 

 
 

 
first – line treatment for bipolar disorders. This drug is a gold standard mood 

stabilizing agent that has been found to prevent and/or reverse the oxidative 

stress parameters in experimental models and in BD patients (Jornada et al., 

2011; Banerjee et al., 2012; Sousa et al., 2014; Gazal et al., 2014). However, 

lithium treatment has also been associated with several side effects (Honing et 

al., 1999; Henry, 2002). In this line we can suggest that blueberry consumption 

is a natural and promising compound that should be better investigated in future 

studies with the aim of finding better therapeutical agent to benefit patients with 

bipolar disorders in manic phase. 

In this study we also showed increase in serum IL- 6 levels in rats after 

ketamine administration. Several studies have reported increased levels of 

circulating proinflammatory cytokines in different phases of BD (Muneer, 2016 

a). Increased levels of IL-6 have been consistently described in manic episodes 

(Kapczinski et al., 2010; Kunz et al., 2011; Ozdemircan et al., 2015). 

Inflammation and oxidative stress are connected in both physiological as well as 

in pathological conditions. In fact, data from literature have reported that ROS 

production stimulates the synthesis and release of IL-6 by activation of 

transcriptional factors through the NF-KB dependent pathway (Kosmidou et al., 

2002). Our findings are consistent with the hypothesis that mechanisms 

regulating inflammation and oxidation are dysregulated in the manic phase of 

BD. Indeed, several studies demonstrated a connection between oxidative 

stress, proinflammatory conditions and neuroprogression of BD, leading to brain 

dysfunctions associated to increase in symptoms' severity and higher number of 

episodes over the course of disease (Berk et al., 2011; Bauer et al., 2014). 

Lithium pretreatment was capable to prevent the alterations in IL-6 levels 

induced by ketamine. These results are in accordance with the literature data, 

showing that decreased levels of this cytokine are associated with lithium 

therapy in BD patients (Boufidou et al., 2004; Kim et al., 2007; Brietzke et al., 

2009). The action mechanisms underlying the efficacy of lithium have not been 

completely elucidated, and some authors have suggested that this mood 

stabilizer also plays a role in inflammatory pathways, attenuating IL-6 

production (Nassar and Azab, 2014). Even though blueberry has been 

associated with anti-inflammatory properties in others studies, we did not 

observe any significant differences in the levels of IL-6 induced by ketamine. 



 

 
 

 
The peripheral levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 were changed 

neither by ketamine nor by blueberry treatment. 

Our findings support the hypothesis that oxidative stress and increased 

levels of IL-6 might contribute for brain and behavioral dysfunctions associated 

with bipolar disorder during manic episodes. Blueberry prevented 

hyperlocomotion and changes in oxidative stress parameters induced by 

ketamine. These results are very important from the translational point of view 

because they reinforce the benefits of natural compounds to the health, in 

special in the progression and complications associated to manic phase in BD. 
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Table 1 - Anthocyanin identification in blueberry extract. 
 
 

 

RT (min) [M]+ (Molecular formula, ppm) 
Fragment ion [M – X] + 

(Molecular formula, ppm) 

Tentative 

identification 

1.84 449,1074 (C21H21O11, -2,20) 
287,0552 [M – hexosyl 

group]+ (C15H11O6, -1.0) 

Cianidin-3-O- 

hexoside 

 
1.86 

 
449,1075 (C21H21O11, -2,00) 

287,0552 [M – hexosyl 

group]+ (C15H11O6, -1.0) 

Cianidin-3-O- 

hexoside 

 
2.03 

 
419,0969 (C20H19O10, -2,10) 

287,0552 [M – pentosyl 

group]+ (C15H11O6, -1.0) 

Cianidin-3-O- 

pentoside 

 
2.13 

 
463,1230 (C22H23O11, -2,20) 

301,0711 [M – hexosyl 

group]+ (C16H13O6, -1.3) 

Peonidin-3-O- 

hexoside 

 
2.40 

 
463,1231 (C22H23O11, -1,90) 

301,0711 [M – hexosyl 

group]+ (C16H13O6, -1.3) 

Peonidin-3-O- 

hexoside 

 
1.62 

 
465,1028 (C21H21O12, -1,10) 

303,0505 [M – hexosyl 

group]+ (C15H11O7, 0.0) 

Delphinidin-3-O- 

hexoside 

 
1.83 

 
435,0922 (C20H19O11, -1,10) 

303,0505 [M – pentosyl 

group]+ (C15H11O7, 0.0) 

Delphinidin-3-O- 

pentoside 

 
1.96 

 
479,1180 (C22H23O12, -2,10) 

317,0668 [M – hexosyl 

group]+ (C16H13O7, 0.3) 

Petunidin-3-O- 

hexoside 

 
2.18 

 
493,1338 (C23H25O12, -1,60) 

331,0814 [M – hexosyl 

group]+ (C17H15O7, -1.5) 

Malvidin-3-O- 

hexoside 



 

 
 
 
 

 

Legends of Figures 

 
Figure 1- Treatment protocol. 

 
Figure 2 - Effect of blueberry extract (200 mg/kg, p.o.) and lithium chloride 

pretreatment (45 mg/kg, p.o.) on ketamine-induced hyperactivity in the open- 

field test in rats. Data were expressed as mean(s) ± S.E.M. (**) Denotes P < 

0.01 as compared to the vehicle/saline group. (#) Denotes P < 0.05 as 

compared to the vehicle/ketamine group (Two way ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test, n=8 -10] 

Figure 3 – Effects of blueberry extract (200 mg/kg, p.o.) and lithium chloride 

pretreatment (45 mg/kg, p.o.) on levels of TBARS (A); total thiol content (B); 

superoxide dismutase activity (C); catalase activity (D); and glutathione 

peroxidase activity (E) in cerebral cortex of animals submitted to ketamine- 

induced manic-like behavior. Data were expressed as mean ± SEM. * Denotes 

P < 0.05 and ** P<0.01 as compared to the vehicle/saline group. # Denotes P < 

0.05 and ## P < 0.01 as compared to vehicle/ketamine group. (Two way ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test, n=5-6). 

Figure 4- Effects of blueberry extract (200 mg/kg, p.o.) and lithium chloride 

pretreatment (45 mg/kg, p.o.) on levels of TBARS (A); total thiol content (B); 

superoxide dismutase activity (C); catalase activity (D); and glutathione 

peroxidase activity (E) in hippocampus of animals submitted to ketamine- 

induced manic-like behavior. Data were expressed as mean ± S.E.M. **Denotes 

P < 0.01 as compared to the vehicle/saline group. # Denotes P < 0.05 and ## P < 

0.01 as compared to vehicle/ketamine group. (Two way ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test, n=5-6). 

Figure 5 - Effects of blueberry extract (200 mg/kg, p.o.) and lithium chloride (45 

mg/kg, p.o.) pretreatment on levels of TBARS (A); total thiol content (B); 

superoxide dismutase activity (C); catalase activity (D); and glutathione 

peroxidase activity (E) in striatum of animals submitted to to ketamine-induced 

manic-like behavior. Data were expressed as mean ± S.E.M.   * Denotes P < 

0.05 as compared to the vehicle/saline group. *Denotes P < 0.05 and ## P < 



 

 
 

 
0.01 as compared to vehicle/ketamine group. (Two way ANOVA followed by 

Bonferroni post hoc test, n=5-6). 

Figure 6 - Effects of blueberry extract (200 mg/kg, p.o.) and lithium chloride (45 

mg/kg, p.o.) pretreatment in serum levels of IL-6 and IL-10 levels in animals 

submitted to ketamine-induced manic-like behavior. Data were expressed as 

mean ± S.E.M. ** Denotes P < 0.01 as compared to the vehicle/saline group. # 

#Denotes P < 0.01 as compared to the vehicle/ketamine group. (Two way 

ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, n=5-6). 
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5. Conclusões 

 
A cetamina vem sendo usada para induzir episódios maníacos em ratos, os 

quais são evidenciados por um aumento na hiperlocomoção através do teste 

de campo aberto. No presente estudo a cetamina na dose de 25 mg/kg induziu 

hiperlocolomoção nos animais e o tratamento com extrato de mirtilo foi capaz 

de prevenir esta alteração. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos 

com carbonato de lítio, o fármaco de escolha usado no tratamento dos 

transtornos de humor bipolar. Desta forma, sugere-se que o mirtilo pode 

contribuir na prevenção da recorrência de novos episódios maníacos. 

O episódio maníaco induzido pela cetamina causou alterações em 

parâmetros de estresse oxidativo em córtex cerebral, hipocampo e estriado de 

ratos demonstrando que alterações no estado redox podem contribuir para as 

disfunções neuroquímicas relacionadas com a progressão dos transtornos de 

humor. O extrato de mirtilo foi capaz de prevenir o estresse oxidativo causado 

pela mania sendo que esse efeito pode estar associado aos compostos 

naturais encontrados na fruta, principalmente as antocianinas. As antocianinas 

são flavonoides que apresentam em sua estrutura grupamentos químicos que 

podem atuar como potentes agentes antioxidantes. 

Um aumento nos níveis de IL-6 foi observado em ratos submetidos a um 

modelo experimental de mania. Elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente a IL-6 está associada a episódios maníacos e depressivos. E 

importante destacar que neste trabalho somente o tratamento com lítio foi 

capaz de diminuir os níveis de IL-6 no soro de ratos tratados com cetamina. 

O ambiente pró-inflamatório, associado ao caráter pró-oxidante, poderia 

estar envolvido com a fisiopatologia de THB, ou a piora do quadro clínico do 

paciente, através do aumento da recorrência dos episódios agudos. A 

descoberta de alternativas que possam prevenir o TB é de grande importância, 

visto que este apresenta um impacto desfavorável na população mundial. 

Neste estudo foi demonstrado que a administração do extrato de mirtilo 



 

 
 

 
preveniu a hiperlocomoção bem como o estresse oxidativo induzido por 

cetamina em ratos. Estes resultados sugerem um potencial do extrato de mirtilo 

na prevenção da recorrência de novos episódios maníacos bem como em 

modular mecanismos que podem estar associados com a neurodegeneração 

associada aos transtornos de humor, porém mais estudos são necessários 

para comprovar este efeito benéfico e por fim considerar o mirtilo como um 

potencial alvo terapêutico. 
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