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RESUMO

ESTUDO DO CLORIDRATO DE BENZIDAMINA: EFEITOS COMPORTAMENTAIS
E NEUROQUIMICOS EM CAMUNDONGOS E POSSIVEIS EFEITOS
CITOTOXICOS EM CULTURA DE CELULAS DE ASTROCITOS.

O cloridrato de benzidamina (BEN) trata-se um anti-inflamatério ndo esteroidal
comercialmente vendido em muitos paises e que tem propriedades anestésicas
locais e para o alivio da dor. Altas doses de BEN administradas de forma aguda
podem causar efeitos psicoestimulantes. O objetivo do presente estudo foi Investigar
os efeitos psicoestimulantes em camundongos e citotéxicos em cultura de astrdcitos
do BEN.Para os testes comportamentais (campo aberto, inibicdo pré-pulso, labirinto
em Y, reconhecimento de objetos, interacdo social e rota rod) e para a dosagem de
monoaminas, foram utilizados um protocolo de tratamento agudo e um de dose
repetida por sete dias com as doses de 50, 100 e 200 mg/kg do BEN por via oral.
Para a dosagem de BDNF, utilizou-se apenas o protocolo de administracdo de dose
repetida. O estudo de citotoxicidade iniciou-se com o teste do MTT, onde foi
realizado um screening de doses, sendo utilizadas as doses: 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 e
100 pg/mL por um periodo de incubagdo de 12 ou 24 horas. A analise por citometria
para a investigacédo do tipo de morte celular envolvido com a citotoxicidade do BEN
utilizou as doses de IC50, IC50x2 e IC50/2 do periodo de incubacado de 24h. Para as
imunofluorescéncias, usou-se a dose de IC50 do periodo de incubacdo de 24h.
Nossos resultados mostraram que BEN causou aumento da atividade locomotora,
déficit no filtro sensorio-motor, diminuicdo de cognicdo e isolamento social em
ambos os periodos de tratamento, sendo esses resultados semelhantes a outras
drogas de abuso. A droga em estudo também causou alteracfes nas monoaminas,
com aumento da taxa de metabolizacdo da dopamina e deplecdo dos niveis de
serotonina no tratamento agudo e aumento da taxa de metabolizagdo da dopamina e
aumento dos niveis de serotonina no tratamento de dose repetida. BEN também
causou diminuicado dos niveis de BDNF em corpo estriado. Os experimentos in vitro
mostraram que BEN causou diminuicdo da viabiliadade celular no teste do MTT,
sendo essa citotoxicidade causada pela ativagcdo da via apoptoética verificada pela
citometria de fluxo. Através de imunofluorescéncia, pode-se confirmar que a via

apoptética envolvida com a citotoxicidade de BEN é a extrinseca, pois houve



aumento da expressao da enzima caspase-8 e do Fator de Transcricdo NFkB p65,
enquanto que a enzima caspase-9, ativada pela via intriseca da apoptose, nao
apresentou diferenca de expressao significativa em relacdo ao grupo controle. Esse
trabalho mostrou que BEN, assim como outras drogas de abuso, possui efeitos
deletérios no Sistema Nervoso Central (SNC) vistos através dos testes
comportamentais, sendo esses efeitos causados por alteracbes de monoaminas e

BDNF e ativacdo da via extrinseca da apoptose em astrocitos.

Palavras-Chave: Benzidamina; Monoaminas; Citotoxicidade; Apoptose.



ABSTRACT

STUDY OF BENZIDAMINE CHLORIDRATE: BEHAVIORAL AND
NEUROCHEMICAL EFFECTS IN MICE AND POSSIBLE CYTOTOXIC EFFECTS IN
CULTURE OF ASTROCYTE CELLS.

Benzydamine hydrochloride (BEN) is a non-steroidal anti-inflammatory commercially
sold in many countries that has local anesthetic and relief pain properties. Acute high
doses of BEN can cause psychostimulants effects. The aim of this study was to
investigate the psychostimulant effects in mice and the cytotoxic effect in astrocyte
cultures.For the behavioral tests (open field, pre-pulse inhibition, Y-maze, object
recognition, social interaction and rota rod) and for the monoamines assay, it was
used an acute treatment protocol and a repeated dose for seven days protocol with
BEM doses of 50, 100 and 200 mg/kg orally. For BDNF measure, we used only the
repeated dose administration protocol. The cytotoxicity study began with the MTT
test, which was performed a screening of doses (3.1; 6.2; 12.5; 25; 50 and 100
ug/ml) for a period of 12 or 24 hour of incubation. The cytometric analysis, used to
investigate the type of cell death involved in the cytotoxicity of BEN, used the doses
of IC50, IC50x2 and IC50/2 of the 24h incubation period. For immunofluorescence, it
was used the IC50 dose of the 24h incubation period. Our results showed that BEN
causes increased locomotor activity, deficit in sensorimotor filter, decreased cognition
and social isolation in both periods of treatment, and these results are similar to other
abuse drugs. The study drug also caused changes in monoamines, with increased
dopamine metabolism rate and depletion of serotonin levels in the acute treatment
and increased dopamine metabolism rate and increased serotonin levels in the
repeated dose treatment. BEN also caused decreased BDNF levels in the striatum.
In vitro experiments showed that BEN caused a decrease in cell viability in the MTT
test, and this cytotoxicity in because of the activation of the apoptotic pathway
verified by flow cytometry. By immunofluorescence, it was possible to confirm that the
apoptotic pathway involved in BEN cytotoxicity is the extrinsic one, because there
was an increase in the caspase-8 enzyme expression and in the NFkB p65
transcription factor, whereas the caspase-9 enzyme, activated by intrinsic apoptosis
pathway, there was no significant difference when compared to control group. In

summary, this study showed that BEN, as well as other abuse drugs, has deleterious



effects on the Central Nervous System (CNS) seen through the behavioral tests, and
these effects are caused by changes in monoamines and BDNF levels and activation

of the extrinsic apoptotic pathway in astrocytes cells.

Key-words: Benzydamine; Monoamines; Cytotoxic effect; Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Drogas de Abuso

Drogas psicoativas sdo compostos quimicos que influenciam nossa
percepcao subjetiva e/ou nosso comportamento. Quando € dada a oportunidade aos
seres humanos, assim como aos animais (WIENS et al., 2008), eles geralmente
consomem drogas psicoativas voluntariamente (ABEL, 1981; WALDORF;
REINARMAN; MURPHY, 1992). Embora esteja atualmente em debate se 0 uso
controlado de drogas psicoativas pode, em determinadas circunstancias, ter efeitos
benéficos para o desempenho comportamental, a realizagdo dos objetivos de vida
ou o bem-estar (HAGEN et al., 2009; MULLER; SCHUMANN, 2011a, 2011b), tem
gue se reconhecer que o comportamento de consumo de droga psicoativa é
estabelecido pela maioria dos seres humanos no mundo ocidental e constitui um
traco comportamental bastante estavel.

Grandes investigacdes com consumidores nos Estados Unidos (CENTER
FOR BEHAVIORAL HEALTH STATISTICS, 2010) e na Europa (EMCDDA, 2012)
mostram que a maioria dos consumidores regulares de drogas legais, como o alcool,
ou de drogas ilicitas, como maconha ou cocaina, pode exercer um controle
permanente sobre o seu consumo na medida em que ndo aumentem Seu UusoO
(AHMED, 2010; MULLER; SCHUMANN, 2011b). No entanto, uma minoria
significativa daqueles individuos que estabeleceram comportamentos de procura e
consumo de drogas, perdem o controle e desenvolvem um padrdao compulsivo de
consumo (CHEN; ANTHONY, 2004; DEGENHARDT et al, 2012; WAGNER,;
ANTHONY, 2002).

O uso de drogas de abuso tem aumentado desde a década de 1990 e
suas consequéncias na vida do individuo e na sociedade sdo consideradas um
problema social e de saude publica, no Brasil e no mundo. O Relatério Mundial
sobre Drogas, publicado em 2011, revela que o numero de usuarios dessas
substancias passou de 180 milhdes em 2009 para 210 milhdes em 2010 (JANG;
KIM, 2013).

Os resultados da VI Pesquisa Nacional sobre o Uso de Drogas
Psicotropicas entre estudantes do Ensino Basico e Secundario (SENAD, 2010)
complementa este cenario, revelando que 42,4% dos estudantes brasileiros

relataram ter consumido alcool no ano anterior e 9,9% relataram ter consumido
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qualguer droga (exceto &lcool e tabaco). Estes resultados indicam a necessidade
para o desenvolvimento e a implementagéo de atividades de prevencéo e promogao
da saude, com o objetivo de reduzir os danos causados pelo consumo excessivo de
alcool e outras drogas. Escolas tém sido consideradas um espaco privilegiado para
tais intervengoes.

O abuso de drogas e medicamentos continua a ser um importante
problema de saude. O United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) reportou,
em 2010, que cerca de 5% da populacdo mundial abusava de uma droga ilicita e 27
milhdes de pessoas (~0,6% da populagédo adulta mundial) podem ser classificadas
como consumidoras probleméticas de drogas de abuso (UNODC, 2010).

O aumento do consumo de drogas e, consequentemente, da
comercializacdo e ou trafico, levou moradores de muitas comunidades a exposi¢cao
das consequéncias desse contexto marcado por problemas sociais, econdmicos,
legais e de saude, que envolvem violéncias e criminalidade, problemas no trabalho e
desagregacao de familias. Algumas comunidades estdo mais expostas as drogas de
abuso e ao impacto decorrente do seu uso, ampliando a percepc¢édo e a discusséo
sobre os problemas sociais existentes e o impacto das drogas na qualidade de vida
e salde da populacéo (FERTIG; DE SOUZA; SCHNEIDER, 2013; MARIN-LEON et
al., 2007; SELEGHIM; GALERA; OLIVEIRA, 2014; TIRADO OTALVARO et al.,
2012).

Além de causar a morte, o abuso de drogas é também responsavel por
significativa morbidade e o tratamento da dependéncia de drogas acarreta um
enorme Onus para a sociedade. O UNODC estima que os custos de todo o mundo
relacionados com o tratamento dos toxicodependentes de US $200 - $250 bilhdes
de délares (~0,3-0,4% do PIB mundial). Além disso, estima-se que apenas 20% dos
toxicodependentes em 2010 foram efetivamente tratados para a sua dependéncia
(CHAKRAVARTHY; SHAH; LOTFIPOUR, 2013).

Os psicotropicos, ou substancias psicoativas, sdo compostos (sejam eles
xenobidticos ou endobidticos) que atuam primeiramente no Sistema Nervoso Central
(SNC), alterando temporariamente a percepg¢do, humor, estado de consciéncia e o
comportamento. Podem, de acordo com o estado soécio-legal, exibir uso licito
(psicofarmacos; que podem também estar sujeitos a abuso) e ilicito (drogas de
abuso). As drogas de abuso representam um grupo heterogéneo de compostos com
mecanismos de acao muito diversos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012).
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A trajetoria do uso de drogas até o vicio comeca num contexto de
vulnerabilidade baseada em fatores genéticos e ambientais. Com o uso continuo de
drogas de abuso, a plasticidade neuronal atipica pode ocorrer dentro de circuitos
importantes do cérebro, o que contribui para o desenvolvimento e manutencéo da
dependéncia. Enquanto os circuitos dopaminérgicos e glutamatérgicos tém um papel
definitivo na neuroplasticidade causada pela dependéncia, importantes avancos na
compreensao dos mecanismos serotoninérgicos NnosS processos que causam
dependéncia tém sido feitos nos ultimos anos. Além disso, ha evidéncias crescentes
de que a desregulacdo do sistema da serotonina (5-HT) por exposicdo de longo
prazo a drogas de abuso pode ser a base da alta taxa de perturbacdes afetivas (por
exemplo, depressdo) com a dependéncia de drogas (KIRBY; ZEEB; WINSTANLEY,
2011).

O vicio é a sensacdao que impele ou motiva de forma compulsiva a
obtencdo e ao consumo da ‘droga’ para manter determinado nivel de atividade,
euforia ou de bem-estar, mesmo em face das consequéncias negativas. Com o
passar do tempo o consumo torna-se compulsivo. E considerada uma doenca
neuropsiquiatrica que pode existir sem que se verifigue dependéncia e ocorre mais
facilmente com xenobidticos que produzem intenso prazer (euforia, felicidade), ou
seja, recompensa (VEENHOVEN, 2003). Apenas uma percentagem dos
consumidores desenvolve adicdo, o que é facilmente demonstrado no decurso da
terapéutica analgésica com opioides.

J& outras drogas de abuso, como os alucinégenos, ndo causam adicao;
alteram a percepcdo, sem causar sensacdes de recompensa e de euforia. Ao
contrario das drogas aditivas, que tém como principal alvo o sistema mesolimbico
dopaminérgico, os alucinbgenos atuam nos circuitos corticais e talamicos
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). O LSD, por exemplo, ativa o receptor 5-
HT2a no cortex pré-frontal, facilitando a transmissé@o serotoninérgica para neurdnios
piramidais. Ja a cetamina produz uma sensacdo de separacdo do corpo da mente
(sendo por isso designada de anestésico dissociativo) e, em doses mais altas,
letargia e coma. O principal mecanismo de acdo € a inibicdo dependente da
utilizacao de receptores do glutamato do tipo N-metil-D-aspartato.

Modelos pré-clinicos em animais para avaliar drogas psicoativas tem a
habilidade de fornecer aos pesquisadores informacdes valiosas a este respeito. Os

modelos animais permitem aos pesquisadores manipular sistematicamente o
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funcionamento do cérebro em diferentes niveis através da realizacdo de
experimentos que ndo sdo possiveis usando seres humanos. Os resultados destes
estudos podem, entdo, ser traduzidos para compreender a condicdo humana. Assim,
estudos pré-clinicos tém a capacidade de melhorar significativamente a nossa
compreensao da dependéncia, bem como uma variedade de disturbios psiquiatricos
em que sdo observados déficits no controle de impulsos, contribuindo para o
desenvolvimento de tratamentos eficazes (KIRBY; ZEEB; WINSTANLEY, 2011).

1.2 Dopamina e Serotonina: Principais Neurotransmissores envolvidos nos
efeitos das Drogas de Abuso

Desde a descoberta das fungbes fisiolégicas da 3-hidroxitiramina
(dopamina), um metabdlito do aminoacido tiramina, mais de 50 anos atras
(CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957), esse neurotransmissor
catecolaminérgico tem atraido uma enorme atencdo. De uma maneira similar a
outros neurotransmissores monoaminérgicos, DA geralmente exerce suas a¢cdes nos
circuitos neurais através de uma modulacdo relativamente lenta da
neurotransmissdo rapida mediada pelo glutamato e GABA. Quatro grandes vias
dopaminérgicas foram identificadas no cérebro de mamiferos: nigroestriatal,
mesolimbica, mesocortical e tuberoinfundibular (ANDEN et al., 1964;
DAHLSTROEM; FUXE, 1964). Estes neurGnios estdo criticamente envolvidos em
varias funcdes vitais do SNC, incluindo o movimento voluntéario, a alimentacéo, afeto,
recompensa, sono, atencdo, memoéria de trabalho e aprendizagem.

Uma combinacédo de estudos pré-clinicos e clinicos revelou que o sistema
mesolimbico dopaminérgico € o principal alvo das drogas de abuso. Este sistema
tem origem na area tegumental ventral (VTA), uma pequena estrutura no tronco
cerebral (mesencéfalo) que se projeta para o nudcleo accumbens, a amigdala, o
hipocampo e o cortex pré-frontal (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). Como
regra geral, todas as drogas aditivas ativam o sistema mesolimbico da DA (Figura 1).
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ventral

FIGURA 1. Via mesolimbica dopaminérgica. FONTE: http://slideplayer.com.br/slide/9920802/

A plasticidade anormal dos mecanismos de recompensa que tem sido
associada ao abuso e dependéncia de drogas sugere que a dopamina exerce um
papel importante nesta condicdo patolégica (DI CHIARA; BASSAREO, 2007,
HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006; KOOB; VOLKOW, 2010). Um conjunto de
sinalizagbes dopaminérgicas anormais também esta envolvido em muitos outros
transtornos cerebrais, como o transtorno bipolar, a depressdo maior, discinesias e
muitas desordens somaticas, incluindo hipertensdo e disfuncdo renal (APERIA,
2000; CARLSSON et al., 2001; IVERSEN et al., 2007; MISSALE et al., 1998).

Em seres humanos, estudos de imagem mostraram que as drogas de
abuso aumentam de libertagdo de DA no corpo estriado (incluindo o nucleo
accumbens), e estes aumentos foram associados com a experiéncia subjetiva da
recompensa (DREVETS et al.,, 2001; LARUELLE et al., 1995; VOLKOW et al.,
1999).Um grande avanco na pesquisa sobre o cérebro foi feito na década de 1970,
quando o potencial papel da DA na dependéncia foi descoberto. Este avanco
resultou da constatacdo de que ratos iam espontaneamente e repetidamente auto-
estimular areas especificas no cérebro com eletricidade, um processo que 0s
pesquisadores chamaram reforgo positivo. Uma série de estudos subsequentes em
grande parte baseados nos Estados Unidos revelou que o bloqueio dos receptores
de DA com neurolépticos prejudica os efeitos reforcadores estimulantes em ratos e
primatas. Essa pesquisa claramente colocou a DA como neurotransmissor central na

dependéncia por estimulantes (WISE; BOZARTH, 1987)e sugeriu que ele tem
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papéis na recompensa, motivagcdo e comportamento (ROBINSON; BERRIDGE,
1993).

A descoberta crucial do papel de sistema dopaminérgico humano na
dependéncia veio em 1994, quando foi demonstrado que a combinacéo de infusédo
intravenosa de uma droga estimulante central e imagem neuroquimica por
tomografia computadorizada por emissdo de foton Unico ou por tomografia por
emissao de pasitrons dos receptores de dopamina D2/3 pbde ser usado para medir
indiretamente a liberacdo de dopamina no estriado humano (LARUELLE et al., 1995;
VOLKOW et al., 1994). A magnitude deste aumento foi mostrada mais tarde para
prever a euforia (LARUELLE et al., 1995), ou "alta"(VOLKOW et al., 1999), produzida
pela droga. Os resultados foram interpretados como prova de que a experiéncia do
prazer (a acao gratificante) de drogas estimulantes em humanos foi mediada pela
liberacdo de dopamina no estriado, assim como em ratos (DI CHIARA; IMPERATO,
1988).

Uma sucessdo de outros estudos em humanos se seguiram, o que
mostrou que o alcool (BARRETT et al., 2004; BOILEAU et al., 2003; URBAN et al.,
2010) o tabaco, a cetamina (VOLLENWEIDER et al., 2000) e o cannabis
(BOSSONG et al., 2009) aumentam de liberacédo de DA no estriado em participantes
saudaveis e em usuarios de drogas nao-dependentes, proporcionando, assim, um
apoio para a teoria do vicio causado pela DA. A teoria da DA no vicio rapidamente
se tornou aceita pelo campo cientifico, e drogas que induzem a liberacdo de DA séo,
consequentemente, consideradas por representar um risco de abuso.

Outro neurotransmissor bastante envolvido com a euforia causada por
varias substancias psicoestimulantes € a serotonina (5-HT). Nos ultimos anos, a 5-
HT (5-hidroxitriptamina) tornou-se um dos sistemas de neurotransmissao que exerce
crescente interesse na area da aprendizagem e memoéria (BERT et al.,, 2008;
DAYAN; HUYS, 2009; EAGLE; BARI; ROBBINS, 2008; MENDELSOHN; RIEDEL,;
SAMBETH, 2009; OGREN et al., 2008). Estudos mostram que as areas cerebrais
implicadas com esses processos cognitivos recebem vias serotoninérgicas
(JACOBS; AZMITIA, 1992; ZOLA-MORGAN; SQUIRE, 1993), incluindo o cortex pré-
frontal, hipocampo, amidala, etc (MENESES, 1999).

A maior parte dos neurbnios serotoninérgicos do tronco encefélico
localiza-se na formacao reticular, nos nove nucleos da rafe que se estendem na

linha média, do bulbo ao mesencéfalo (Figura 2). Os axdnios originados nos nucleos



27

situados em niveis mais altos tém trajeto ascendente, projetando-se para quase
todas as estruturas do prosencéfalo, incluindo cortex cerebral, hipotalamo e sistema
limbico (Figura 2), e participam da regulacdo do ciclo sono-vigilia, de

comportamentos motivacionais e emocionais (MACHADO; HAERTEL, 2014).
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FIGURA 2. Vias serotoninérgicas centrais.FONTE:
http://www.slideshare.net/WalterCarlosKrainbuh/presentacion-sobre-psicodelicos-y-psicoterapia

A serotonina exerce seus efeitos através de 14 diferentes receptores, 0s
quais foram caracterizados geneticamente, farmacologicamente e funcionalmente
(FINK; GOTHERT, 2007; HANNON; HOYER, 2008) e a recaptacdo dos niveis
sinapticos de 5-HT é regulada por transportadores de 5-HT chamados "SERT"
(KALUEFF et al., 2010; MURPHY et al., 2008). Em adi¢cdo, manipulacdes genéticas
e farmacoldgicas no SERT séo conhecidas por modificar o desempenho de memaria
de humanos e roedores (CHOW; POLLOCK; MILGRAM, 2007; MONLEON et al.,
2008; SAVASKAN et al., 2008).

As substancias que agem no sistema serotoninérgico sdo chamadas de
psicodélicas. Essas substancias constituem uma classe heterogénea de moléculas,
entre os quais a dietilamida do acido lisérgico (LSD) e a psilocibina sdo as duas
moléculas mais conhecidas e estudadas (WINTER, 2009). Essas drogas induzem
imagens fenomenologicamente complexas, que podem misturar alucinacdes visuais,
sinestesia e estados alterados de consciéncia (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008).
Embora tenha havido muito debate sobre o mecanismo farmacoldgico exato dos
psicodélicos, 0 modo mais comumente admitido da atividade desta classe de drogas

€ a estimulacdo do receptor 5HT2a serotoninérgico nos neurbnios corticais
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(GONZALEZ-MAESO et al., 2009; VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010). A
hiperativagédo cortical dos receptores 5HT2a pode afetar o funcionamento das alcas
cortico-estriato-talamo-cortical. Foi proposto que este processo desencadeia uma
guebra da integridade cognitiva e resulta na ocorréncia subsequente de sentimentos
e percepcdes aberrantes (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008).

Nos ultimos anos, varios autorespropuseram uma reavaliacdo do papel do
receptor 5HT2a na psicose (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008; GONZALEZ-MAESO
et al., 2009). Entretanto, formas de psicose induzidas por psicodélicos diferem da
psicose semelhante a esquizofrenia, em especial sobre o aspecto clinico das
alucinaces. Alucinacdes visuais sédo tipicas dos psicodélicos, enquanto alucinagfes

auditivas sdo bem mais raras (STUDERUS et al., 2011).

1.3 Benzidamina como droga de abuso

O nome quimico da substdncia Benzidamina € 1-benzil-3-(3-
dimetilaminopropil)-1-H-indazol e sua formula estrutural € apresentada na figura 3.
Trata-se de uma base fraca, diferindo de muitos medicamentos como a aspirina, que
sdo acidos ou metabolizados em acidos. As vias de metabolizacdo mais relevantes
descritas em ratos e seres humanos s&o: N-oxidacéo, hidroxilagado do anel benzeno
ou grupo benzilico, eliminacéo do grupo dimetilaminopropil e desmetilagdo da funcéo
amino (KOPPEL; TENCZER, 1985).

N
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FIGURA 3. Estrutura quimica da Benzidamina. FONTE:
http://pt.crenelab.com/other/14036673.html

A benzidamina € pouco absorvida através da pele e mucosas, sendo
rapidamente absorvida através do trato gastrointestinal e sua concentracao
plasmatica atinge o pico em 2 horas (QUANE; GRAHAM; ZIEGLER, 1998). A meia-
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vida de eliminacéo é de aproximadamente 13 horas. A difusdo e a solubilidade deste
farmaco estdo dependentes do pH do meio, verificando-se a pH 9 uma maior fracédo
nao-ionizada. No entanto, verificou-se um aumento da permeabilidade deste através
das membranas com o aumento do pH na faixa de 5 a 7,6, em que para valores de
pH superiores esta relacdo deixa de se verificar, possivelmente, devido a uma
diminuicao da solubilidade (SARVEIYA; TEMPLETON; BENSON, 2005).

Com relacdo aos efeitos centrais, varios sdo 0s casos reportados de
pacientes que fazem uso do cloridrato de benzidamina (BEN) em superdosagens
para obter seus efeitos alucinbgenos e em muitos desses casos, ocorre a
associacdo com bebidas alcodlicas. Nenhuma investigacdo mais aprofundada sobre
0 mecanismo por detrds desses efeitos centrais € relatado (ACAR et al., 2014,
BALABAN et al., 2013; DO et al., 2006; GOMEZ-LOPEZ et al., 1999; GURU et al.,
2012; SALDANHA; PLEIN; JORNADA, 1993; SCHVARTSMAN C, 1986). Em 2009,
houve a publicacdo de um relato de caso onde uma paciente esquizofrénica com
quadro clinico estavel voltou a apresentar quadros alucinatérios apos o uso do BEN
em doses posoldgicas consideradas terapéuticas (DOKSAT, 2009).

Outros estudos com efeitos periféricos mostraram que BEN, em altas
concentracdes, pode inibir a funcdo parassimpética da traquéia e reduzir a contracao
induzida por metacolina no musculo liso traqueal, reduzindo ataques asmaéticos
guando administrado em pacientes com faringite ou mucosite oral (WANG et al.,
2015).

O cloridrato de benzidamina € uma droga anti-inflamatéria ndo esteroidal
comercialmente vendida em muitos paises e que tem propriedades anestésicas
locais e para o alivio da dor (TURNBULL, 1995). Essa droga estava disponivel no
Brasil em forma de cépsula, anti-séptico bucal, creme cutaneo, aerosol e
preparacdes para assepsias vaginais, poréem a RDC N° 13 de 24 de marco de 2015
realizou uma atualizacdo do Anexo | na Listas de Substancias Entorpecentes,
Psicotropicas, Precursoras e Outras sob Controle Especial, da Portaria SVS/MS n°
344, de 12 de maio de 1998, proibindo a importagdo, producdo, manipulagéo,
aguisicdo, venda e dispensacdo de medicamento de uso sistémico a base dessa
substéancia, retirando do mercado a apresentacao de capsulas e tornando as outras
apresentacdes com controle especial de venda (BRASIL, 2015).

Esta substancia trata-se de um anti-inflamatdrio ndo esteroidal usado para

o tratamento de muitas enfermidades, como faringites, processos inflamatorios
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tumefativos e dolorosos, laringites, gengivites, vulvo-vaginites, estomatites, dentre
outros. Esse farmaco possui como um de seus mecanismos de a¢do a inibicdo da
sintese das prostaglandinas, sendo esse mesmo mecanismo 0 responsavel pelos
efeitos renais e gastrointestinais indesejaveis. Um grande contraste com farmacos,
como a aspirina, é revelada pelo fato de BEN ser um fraco inibidor da sintese de
prostaglandinas, possuindo outras propriedades que podem contribuir para a sua
atividade antiinflamatéria (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). Essas
propriedades incluem a inibicdo da sintese de citocinas inflamatérias e do fator de
necrose tumoral-a, possui também a capacidade de estabilizar as membranas, o que
€ demonstrado por varias acdes, incluindo inibicdo da liberacdo de granulos de
neutréfilos em concentragdes que variam de 3 a 30 mmol/L e de estabilizacdo de
lisossomas (QUANE; GRAHAM; ZIEGLER, 1998).

Até pouco antes de ser retirado do mercado, era comum 0O usO nh&o
terapéutico do BEN no Brasil, especialmente entre menores de rua, como droga de
abuso devido aos seus efeitos psicoestimulantes (ACAR et al., 2014; BALABAN et
al., 2013; DO et al., 2006; GURU et al., 2012; MOTA et al., 2010). Dados sobre o
uso apos a proibicdo da producao e comercializagdo sdo ainda desconhecidos.

Dentre os efeitos colaterais periféricos mais descritos estdo eritema,
urticéria, fotossensibilidade, prurido, disfuncdo renal e broncoespasmo. A dosagem
oral maxima diaria de BEN é de 200 mg/dia. Excitacdo, alucinacdes, hiperatividade,
boca seca, paranoia e convulsdes ja foram relatados em doses entre 500-3000
mg/dia. O uso recreativo do BEN é considerado popular no Brasil e em paises como
Polbnia e Turquia (DO et al., 2006; OPALEYE et al., 2009).

Altas doses do BEN administradas de forma aguda podem causar delirio,
comportamentos anormais, alucinagbes, dor de cabeca, diplopia, nistagmo,
zumbido, visao turva, tonturas, convulsoes, letargia, discinesia, perda da consciéncia
e coma (DO et al., 2006). Estudos de Silvestrini e colaboradores mostraram que a
toxicidade aguda do BEN estad significativamente relacionada com a via de
administragdo. Em camundongos, a propor¢éo da DL50 intraperitoneal (515 mg/kg)
para a DL50 oral € de cerca de 1:5, enquanto que em ratos (1050 mg/kg, i.p.) é de
cerca de 1:10. Doses letais produzem incordenacgdo, prostracdo, e convulsdes
clénicas. Porém, os efeitos mais comuns observados por esses pesquisadores foram
a reducao do tdnus muscular e sedacdo em baixas doses, e convulsdes clénicas em
doses mais elevadas (SILVESTRINI et al., 1967).
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Sao inlmeras as preparacdes do BEN em muitos paises e casos de uso
indevido ja foram registrados (ACAR et al., 2014; BALLESTEROS; RAMON;
MARTINEZ-ARRIETA, 2009; SCHIFANO et al., 2013). Na Turquia, preparacdes do
BEN podiam, até pouco tempo atras, ser vendidas sem receita. Porém, em 2012,
apos o aumento do numero de casos de abuso dessa substancia, o Ministério da
Saude da Turquia proibiu a venda dessas preparagfes sem receita médica. De
forma semelhante ao ocorrido na Turquia, o Brasil, no ano de 2015, proibiu a
manipulacdo e/ou comercializacdo dessa substancia devido aos altos indices de uso
recreativo da mesma.

No ano de 2003, foram realizadas 2.807 entrevistas com criangas e
adolescentes de todas as capitais brasileiras entre dez e dezoito anos de idade que
mostraram que o uso de medicamentos para fins ndo terapéuticos foi revelado em
algumas capitais especificas, predominando a Regido Nordeste. Foi relatado o uso
mensal e de forma recreacional de Benflogin® (cloridrato de benzidamina) em quatro
capitais, em especial Sdo Luis (8%) e Fortaleza (6%) (CEBRID, 2003). A
especialidade farmacéutica Benflogin®, que, segundo dados de sites nao oficiais,
era a mais utilizada com fins ndo terapéuticos, possuia tarja vermelha e deveria ser
dispensada mediante prescricdo médica antes de ser retirada do mercado. Na sua
bula constava que a superdosagem do cloridrato de benzidamina poderia causar
alucinacdes e que este farmaco ndo deveria ser associado a ingestdo de bebidas
alcoodlicas (ACHE LABORATORIOS FARMACEUTICOS, 2005).

Quase todos os casos de relatos de abuso do BEN sao através da via
oral. O uso de &lcool é relatado como uma das formas de aumentar os efeitos
centrais do BEN (OPALEYE et al., 2009). Doses terapéuticas de BEN podem causar
efeitos colaterais psiquiatricos em pacientes que ja apresentam algum transtorno
psiquiatrico e a overdose pode resultar em psicose cronica (DOKSAT, 2009; GURU
et al., 2012).



32

1.4 Estudos pré-clinicos para avaliacdo dos efeitos das drogas de abuso

Ha uma longa e rica historia de pesquisas pré-clinicas tanto in vivo como
in vitro que levaram a importantes descobertas sobre a natureza dos sistemas
neurobiolégicos subjacentes ao abuso de drogas. Essas respectivas drogas
exercem seus efeitos por agirem artificialmente sobre os sistemas neurais
enddgenos envolvidos em respostas a incentivos naturais, como comida, agua ou
sexo. Isso sugere que se pode pensar em drogas de abuso como uma classe
especial de reforcadores positivos e que se pode, portanto, aplicar os mesmos
métodos comportamentais para estudar o reforco dessas drogas, como tem sido
aplicado com sucesso para o estudo dos fatores que influenciam o inicio e a
manutencdo dos comportamentos naturalmente reforcadores (ETTENBERG, 2009).

Dentre os estudos in vivo usados em roedores para avaliar os efeitos as
drogas de abuso, temos o campo aberto. Esse experimento tem a capacidade de
mostrar alteracdes na atividade locomotora dos animais, efeito esse demonstrado
por muitas substancias psicoativas (NIWA; YAN; NABESHIMA, 2008).

Outro teste bastante usado € o da inibicdo pré-pulso, que avalia o
funcionamento do filtro sensério-motor. Esse filtro age como um protetor do
processamento de informagdes, limitando a entrada de informagbes sensoriais,
evitando, assim, a sobrecarga no processamento cortical e as consequentes
alteracdes na percepcédo dos estimulos (NORRIS; BLUMENTHAL, 1996).

Os déficits cognitivos causados pelas drogas de abuso podem ser
avaliados pelos testes do labirinto em Y e o teste do reconhecimento de objetos.
Esses experimentos avaliam a memoria de trabalho e memdria de curto prazo,
respectivamente. A primeira se trata de uma memoria imediata que dura de fracdes
a poucos segundos e nao deixa “tracos” ou nao forma “arquivos” (BADDELEY, 1992;
SQUIRE; ZOLA, 1996). J& a ultima avalia a memodria de curto prazo, que engloba o
tempo durante o qual a memdria esta sendo consolidada e convertida & memoria
remota, de longo prazo (SQUIRE; ZOLA, 1996).

J& o isolamento social que muitas drogas causam pode ser analisado pelo
teste da interacdo social, onde os niveis desse experimento em roedores tém sido
usados para avaliar efeitos farmacologicos na ansiedade (FILE; HYDE, 1978a; FILE;
SETH, 2003).

Além dos estudos comportamentais, os testes in vitro sdo uma ferramenta

valiosa para se conhecer os mecanismos pelos quais as substancias podem
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produzir seus efeitos a nivel celular (LYGRE et al., 1995). Assim, lise celular,
mudang¢as no crescimento e na permeabilidade da membrana celular podem ser
verificadas in vitro, revelando efeitos citotoxicos ocasionados pelas substancias
testadas. Testes in vitro também fornecem informacBes valiosas a respeito da
morfologia, proliferacéo e adeséo celular e comportamento das células simulando o
ambiente celular e molecular.

Em comparacao com testes in vivo, os estudos in vitrosdo mais facilmente
controlados, financeiramente acessiveis e apresentam melhor reprodutibilidade.A
realizacdo de ensaios in vitroainda permite reducdo no niumero de animais utilizados
na avaliagdo do mecanismo de agdo ou da citotoxicidade de uma substancia
(FRESHNEY, 2000).

Varios meétodos in vitro para avaliar a toxicidade de drogas foram
padronizados utilizando-se culturas celulares (citotoxicidade). Estes testes de
citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato
com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por
diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacdo de corantes vitais ou a
inibicdo da formacao de coldnias celulares (CRUZ et al., 1987; GUESS et al., 1965;
ROGERO et al., 2000a, 2000b).

O parametro mais utilizado para avaliar a citotoxicidade € a viabilidade
celular, sendo que um dos testes mais utilizados para avaliacdo da citotoxicidade in
vitro € o teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), que avalia a
atividade mitocondrial, onde somente células viaveis conseguem converter o sal
amarelo MTT em cristais de formazan, de cor purpura. Essa producédo de formazan é

entdo quantificada através da leitura da densidade éptica das amostras.

1.4.1 Importancia do estudo de citotoxicidade em astrocitos

A principal unidade computacional do cérebro é a sinapse. A descoberta
de que os astrécitos participam em muitos aspectos da funcao sinéptica, incluindo o
seu desenvolvimento, refinamento e modulacdo da atividade ajudou a estabelecer
firmemente a opinido de que os astrécitos ndo sao reguladores simplesmente
passivos de homeostase cerebral, mas na verdade sdo grandes contribuintes para a
cognicao, aprendizagem e memoria (ULLIAN et al., 2001).

Astrdcito € o tipo de célula glial mais numeroso no SNC (FILOSA et al.,
2016; MACVICAR; NEWMAN, 2015) participando de uma variedade de mecanismos
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moleculares (exocitose, transportadores de membrana ou difusdo através de
canais), através da secrecdo de numerosos neurotransmissores, neurohorménios e
fatores troficos (MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBISIC;
VERKHRATSKY, 2011) que regulam a formacdo e manutencdo das transmissoes
sinpticas, a sincronizagdo das redes neuronais e de sinais para outras células
(micréglia, oligodentrécitos, células endoteliais, entre outras). Ao nivel de todo o
cérebro, os astrocitos formam os limitantes da glia, aumentam o fluxo sanguineo e a
oxigenacao local, além de captar a glicose do sangue, converté-la em lactato e
depois libera-la para os neurdnios para uso local de energia (MAGISTRETTI, 2006;
RANSOM, 2012; VERKHRATSKII; BUTT, 2013).

Os astrocitos mantem a homeostase do SNC, que esta diretamente
relacionada a capacidade neuroprotetora dessas células. Insultos ao SNC,
independentemente da sua etiologia, desequilibram a homeostase do 6rgao e sdo os
astrocitos que, através de cascatas moleculares especificas, protegem os neurénios
contra a excitotoxicidade glutamatérgica, a sobrecarga extracelular de K* e as
espécies reativas de oxigénio (ROS). Os astrocitos também fornecem substratos
energeéticos aos neurdnios estressados (VERKHRATSKY et al., 2014).

Alguns pesquisadores mostraram que 0s astrocitos expressam receptores
para neurotransmissores e a liberacdo desses neurotransmissores pode regular
bidirecionalmente as fun¢des astrocitarias e neuronais (MARTIN et al., 2015). A
atividade neuronal aumenta os niveis de K* extracelular que; se ndo controlado
durante altos niveis de atividade, esse excesso de K* pode despolarizar potenciais
de membrana neuronais para estados patologicos. Astrocitos controlam as
concentracfes extracelulares de K* através de interiorizagcdo por canais de K*
chamados Kir 4.1 (BUTT; KALSI, 2006). Esses canais retiram o excesso de K*
através de difusdo passiva por gradiente eletroquimico e, a perda desse canal,
resulta em profunda vacuolizagdo da mielina, morte neuronal e letalidade prematura
(NEUSCH et al., 2001, 2006).

Astrécitos também regulam as mudancas de volume dependente de
atividade do espaco extracelular, controlando homeostase da agua atravées do canal
de agua aquaporina-4 (NAGELHUS; MATHIISEN; OTTERSEN, 2004). Estes
mesmos canais de agua sao o principal alvo dos anticorpos na neuromielite Optica,
uma patologia astrocitaria auto-imune que resulta em profunda desmielinizacdo no

SNC. Assim, o0s astrocitos desempenham papéis essenciais no controle da
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excitabilidade neuronal e da homeostase do cérebro, regulando o volume cerebral e
as concentracdes de K*.

A perda dessas criticas funcdes astrocitarias permite e/ou exacerba a
progressao de varias doencas, como a esclerose lateral amiotréfica, encefalopatias
toxicas e neudegeneracdo. Somando a isso, astrocitos sdo capazes de montar uma
resposta defensiva especifica, geralmente conhecida como astrogliose reativa
(Figura 4), uma remodelacdo de componentes multiplos e complexos da astroglia
desencadeada por lesbes no SNC (BURDA; SOFRONIEW, 2014; PEKNY;
WILHELMSSON; PEKNA, 2014; SOFRONIEW, 2009; VERKHRATSKY et al., 2014).

ASTROGLIOSE REATIVA

ISOMORFICO: AMISOMORFICO:
ESTRUTURA DE DOMINIO ESTRUTURA DE DOMINIO
ASTROGLIAL E PRESERVADA ASTROGLIAL E ALTERADD

MEUROTRALIMA ASTROCITOS
AVC
NEURODEGEMERACAC ) MEUROTRALIMA
D'OENCA DE ALZHEIMER AVC
ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA

DEMENCIA FRONTO-TEMPORAL
DOEMNCA DE HUNTINGTON

REMODELAMENTO
ASTEMNIA OU ATROFIA PATOLOGICD

COM PERDA DE FUNGCED

e

ESOIUNEOFREMLA
DEPRESSED MMIOR
EMCEFALOPATIA TOXICA
POR METAIS PESADDS DOEMCA DE ALEXANDER
EMCEFALOPATLA DE WERMICKE EFILEFSIA
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FIGURA 4. Patologia astroglial. Astrocitos sofrem alteragdes morfo-funcionais em patologias
cerebrais (ver texto para detalhes). DA, doenga de Alzheimer; ELA, esclerose lateral amiotrofica; DFL,
deméncia fronto-temporal. FONTE: Adaptado de (VERKHRATSKY et al., 2015)

Além da reatividade astroglial, numerosas doencas neurolégicas estdo
associadas com degeneragao ou atrofia astroglial e astenia funcional (Figura 4),
incluindo transtornos psiquiatricos e neurodegeneracdo (HAZELL, 2009;
RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013; ROSSI et al., 2008; VERKHRATSKY;
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RODRIGUEZ; STEARDO, 2014; VERKHRATSKY et al., 2014). Essas alteractes
também foram reportadas em material humano pés-mortem de diferentes formas de
dependéncia (ARMSTRONG et al., 2004; BUTTNER; WEIS, 2006; FATTORE et al.,
2002; MIGUEL-HIDALGO; SHOYAMA; WANZO, 2009; WEBER et al., 2013).

O tratamento de animais com diferentes drogas de abuso, incluindo
cocaina (BOWERS; KALIVAS, 2003; FATTORE et al., 2002), metanfetamina
(FRIEND; KEEFE, 2013; GUILARTE et al., 2003) e morfina (SONG; ZHAO, 2001)
resultaram em supra-regulacdo na expressao de GFAP e de astrogliose reativa. Ao
mesmo tempo, uma exposicdo prolongada ao alcool etilico levou a uma diminuigdo
na expressdo de GFAP e atrofia morfolégica dos astrécitos (FRANKE, 1995;
RINTALA et al.,, 2001). Em tecidos humanos pés-mortem obtidos de alcodlatras,
astrocitos hipertréficos foram encontrados junto com areas depletadas de perfis
gliais GFAP positivas (CULLEN; HALLIDAY, 1994; MIGUEL-HIDALGO, 2005).

1.4.2 Estudo das vias de morte celular

A morte celular é essencial para a homeostase corporal e pode ser
classificada em dois principais tipos: necrose e apoptose. A necrose foi 0 primeiro
tipo de morte a ser encontrado, e, em seguida, no ano de 1972, o termo apoptose
comecou a ser utilizado (DUPREZ et al., 2009).

A necrose foi descrita em detalhes somente em 1988 por Walter e
colaboradores (WALKER et al., 1988) e tem sido considerada por um longo tempo
como uma forma de morte celular acidental e ndo controlada. A morte celular por
necrose € morfologicamente caracterizada por um aumento no volume celular,
inchaco das organelas e ruptura da membrana plasmatica, seguido de perda do
conteudo intracelular. Além disso, esse tipo de morte mostra comprometimento
bioenergético, degradacéo aleatdria do DNA e leva a liberagéo de fatores envolvidos
na estimulagcéo da resposta imune ou ativacédo dos processos de reparacao (ZONG;
THOMPSON, 2006).

A necrose é a morte celular que é observada principalmente em resposta
a tensdes severas, como ocorre apos lesdo fisica ou isquemia prolongada
(DEGTEREV; YUAN, 2008; DUPREZ et al., 2009; HOTCHKISS et al., 2009). Na
realidade, quantidades excessivas de estimulos indutores de apoptose levam a
necrose. Os mecanismos responsaveis pelo desencadeamento da necrose

geralmente recebem pouca atencao pelo fato de ter se pensado tratar-se apenas um
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processo fisico ndo regulado.Hoje sabe-se que a necrose pode ser regulada e pode
ocorrer como uma Vvia alternativa de morte celular geneticamente codificado
independente de apoptose (DEGTEREV; YUAN, 2008; HENRIQUEZ et al., 2008;
HITOMI et al., 2008).

A identificacdo de produtos quimicos capazes de inibir a necrose assim
como o0s pequenos fragmentos de RNA (siRNA) envolvidos na regulacdo do
processo sugerem fortemente que, em muitos casos, 0 processo de morte celular é
regulado (DEGTEREV; YUAN, 2008; GANGADHAR; STOCKWELL, 2007; HITOMI et
al., 2008). Embora a necrose possa ocorrer como parte de um processo fisioldgico
normal, tais como certos aspectos do desenvolvimento, € comum somente em
células nas quais a via apoptética normal € bloqueada. Desse modo, a necrose,
assim como a morte celular por autofagia, pode apresentar a funcdo de ser um
sistema de backup para células suicidas no caso de a principal via apoptoética estiver
defeituosa (DEGTEREV; YUAN, 2008; EISENBERG et al., 2010).

Para a identificacdo por citometria de fluxo de células em processo de
morte por necrose, existem hoje varios marcadores, dentre eles a 7-amino-actino-
micina (7-AAD). Esse marcador trata-se de um composto quimico fluorescente com
uma forte afinidade pela molécula de DNA. Ele se intercala com a dupla fita de DNA
através de sua alta afinidade com regides ricas no par de bases GC. Dessa forma,
7-AAD somente penetra células que apresentem dano membranar (LIU; CHEN;
PATEL, 1991).

Em 1972, o termo "apoptose” foi usado pela primeira vez para descrever
uma forma de morte celular associada com caracteristicas morfolégicas especificas.
Desde entdo, a apoptose tem sido extensivamente estudada e eventos de
sinalizacdo subjacentes sdo agora bem caracterizados. Morfologicamente, a
apoptose esta associada com encolhimento celular, formacdo de bolhas
membranares e condensacdo da cromatina. Trata-se de um mecanismo de morte
programada das células que resulta na degradacdo controlada das mesmas em
corpos apoptéticos que sado, subsequentemente, reconhecidos e englobados pelos
fagdcitos circundantes. Duas principais familias de proteinas evolutivamente
conservadas estdo envolvidas na apoptose, nomeadamente da familia Bcl-2 de
proteinas, que controlam a integridade mitocondrial (YOULE; STRASSER, 2008), e
as proteases cisteinil-aspartato especificas ou caspases, que medeiam a fase de
execucao da apoptose (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004).
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A apoptose é um mecanismo geneticamente programado que permite a
célula iniciar um processo de morte programada (DUPREZ et al., 2009; FULDA et
al., 2010; HOTCHKISS et al., 2009; WYLLIE, 2010). A apoptose é criticamente
importante para a sobrevivéncia de organismos multicelulares por se livrar de células
danificadas ou infectadas que podem interferir com a funcdo normal (LABBE;
SALEH, 2008; VICENCIO et al., 2008). A anexina V se mostrou Util na deteccéo de
células apoptoticas em decorréncia de sua ligacdo preferencial a fosfolipideos
negativamente carregados, como a fosfatidilserina exposta no inicio do processo
apoptotico (FRIES et al., 2014). As vias extrinseca e intrinseca representam os dois
principais processos apoptéticos mais bem estudados (DUPREZ et al., 2009;
SPRICK; WALCZAK, 2004).

A via extrinseca € mediada por um sub-grupo de uma superfamilia de
receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNFR) que inclui TNFR, Fas e TRAILR. A
ativacdo desses receptores leva ao recrutamento e ativacdo de caspases
iniciadoras, como as caspases 8 e 10 (Figura 5). O processo envolve a formacao e
ativacdo de complexos tais como o complexo de sinalizacdo indutor de morte
(DISC). Nesse complexo, o Dominio de Morte Associado ao Fas (FADD) recruta as
caspases iniciadoras 8 e/ou 10 através de interacdes por dominios de morte
homotipicos (PETER; KRAMMER, 2003). Em contraste com a sinalizagéo induzida
por Fas e TRAILR, a agregacdo de TNFR1 leva a formacédo sequencial de dois
complexos (WILSON; DIXIT; ASHKENAZI, 2009). O complexo | é formado na
membrana plasmatica e é constituido pelas seguintes moléculas: TNFR1, TRADD
(Dominio de morte associado ao TNFR), TRAF2 (Fator associado ao TNFR tipo 2),
RIP1 (Proteina integrada ao receptor serina/treonina cinase tipo 1) e as Proteinas
Inibidoras de Apoptose (IAPs) clAP1 e clAP2. Essas proteinas sao importantes
mediadores da ativacdo induzida por TNF de NF-kB e MAPKs. A endocitose do
TNFR1 é seguida pela formacdo do complexo I, o qual é analogo do receptor
proximal DISC induzido por FasL e TRAIL e inclui as seguintes moléculas: TRADD,
FADD (Dominio de morte associado ao Fas) e caspase 8 e/ou 10. A ativacdo das
caspases 8 e 10 leva a ativacdo sequencial das caspases executoras, tipicamente a
caspase 3 (DUPREZ et al., 2009). A caspase 3 ativada € responsavel pela clivagem
dos chamados "substratos da morte" que levam as bem conhecidas marcas
caracteristicas de uma célula apoptotica descritas anteriormente (DUPREZ et al.,
2009; WHELAN; KAPLINSKIY; KITSIS, 2010).
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A via intrinseca € ativada por varios estimulos, como dano ao DNA e
insultos citotoxicos, e age via mitocéndria, que é controlada pela familia de proteinas
Bcl-2 (YOULE; STRASSER, 2008). Em condicdes homeostaticas, os membros anti-
apoptéticos da familia Bcl-2 mantém a integridade mitocondrial através da
prevencdo dos danos mitocondriais provenientes dos membros pro-apoptéticos da
familia Bcl-2, Bax e Bak. Durante o estresse celular, as proteinas Bcl-2 homdlogas 3
(BH3) sédo ativadas e antagonizam os membros anti-apoptoéticos da familia Bcl-2.
Consequentemente deixa de haver a inibicdo das proteinas Bax e Bak, levando as
suas oligomerizagdes e formagdo de um canal mitocondrial pelo qual o citocromo c
(cit c) é liberado para o citosol. Dessa forma, cit ¢ associa-se com Apaf-1 (Fator
Ativador de Protease Apoptétical) e ATP, formando uma plataforma para
recrutamento e ativacao da pro-caspase 9 (RIEDL; SALVESEN, 2007). A caspase 9
ativada cliva e ativa as caspases executoras 3, 6 e 7 (LACASSE et al., 2008). A

figura 3 mostra um esquema das vias de apoptose.
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FIGURA 5. Representacdo esquemética da sinalizacdo apoptética extrinseca e intrinseca.
Estimulacéo de, por exemplo, TNFR1 inicia a via extrinseca da apoptose (1). Sobre a estimulagdo de
TNF, o complexo | é formado, resultando na ativacdo de NF-kB e subsequente transcricdo de genes
anti-apoptéticos. Depois da endocitose de TNFR1, o complexo Il é formado, em que a caspase-8 é
recrutada e ativada. A subsequente ativacdo das caspases executoras conduz a clivagem dos seus
substratos e a morte celular. A via intrinseca da apoptose (2) é ativada por sinais de stress
intracelulares a nivel mitocondrial. Ativacdo de Bax e Bak induz a liberacdo de varios mediadores de
apoptose mitocondrial. A formacdo subsequente dos apoptossomos resulta na ativacdo de caspase-
9. Além disso, a clivagem de Bid mediada por caspase 8 amplifica a via extrinseca da apoptose
através da ativacao das vias mitocondriais. FONTE: (DUPREZ et al., 2009).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

No Brasil, o consumo de drogas pode ser considerado um dos maiores
problemas sociais, sendo mesmo comparado a uma epidemia. Esta claro que o uso
indiscriminado de substéncias entorpecentes, além de causar danos irreparaveis a
saude do usuario, desestrutura familias e destréi vidas, numa perspectiva fisica,
psiquica e social (CASSIMIRO, 2009).

N&o por acaso, mas diferente dos outros itens a venda, o preco pago pelo
consumo de droga é alto, afinal com ela sdo vendidos os falsos e efémeros gozos do
prazer e da felicidade. Para aqueles que ndo conseguem controlar a ingestao
dessas substancias, o preco pode ser ainda mais alto. Num crescente, pode custar a
propria vida (VETULANI, 2001).

O uso abusivo de medicamentos, a exemplo da benzidamina, representa
uma ameaca a sociedade e a familia, na medida em que pode trazer sérias
consequéncias sociais, sobretudo, a desestruturacdo familiar, podendo ainda
envolver um consumo consideravel de recursos econdmicos da sociedade
(SCHENKER & MINAYO, 2003). Isto implica que o custo de oportunidade da
alocacdo de recursos para o tratamento das consequéncias produzidas por esse
problema é sabidamente muito elevado, inclusive para o tratamento e reabilitacdo
dos dependentes.

Benzidamina é um anti-inflamat6rio ndo esteroidal muito utilizado e
sintomas psicoticos foram relatados apds abuso ou overdose, porém nao existe
nenhuma evidéncia clara sobre o mecanismo pelo qual a BEN provoca as
alucinacfes. Estes sintomas transitérios podem resultar em complicacdes fatais ou
em doengas cronicas (ACAR et al., 2014; BALABAN et al., 2013; DO et al., 2006;
GOMEZ-LOPEZ et al., 1999; GURU et al., 2012).

Devido a todos os fatores sociais, econémicos e outros, faz-se importante
um maior controle dessas drogas, além de um maior conhecimento sobre a acgéo
das mesmas. Por isso, nosso estudo faz-se importante para o melhor conhecimento
da substancia cloridrato de benzidamina, que vem sendo usada abusivamente por

jovens para obter sensagdes prazerosas em eventos informais.
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3.1 Geral

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos em
camundongos e 0s possiveis efeitos citotdxicos em cultura de células de

astrocitos apoés tratamento com cloridrato de benzidamina.

3.2 Especificos

» Investigar os efeitos centrais de BEN nos testes comportamentais
de campo aberto, inibicdo pré-pulso, labirinto em Y, reconhecimento de objetos,
interacdo social e rota rod apds tratamento agudo e de dose repetida por sete
dias.

» Avaliar a concentracdo de monoaminas em corpo estriado durante
o tratamento agudo e de dose repetida por sete dias com BEN através da
técnica de HPLC e calcular a taxa de renovacgéo das respectivas monoaminas.

» Determinar a concentragdo de BDNF em corpo estriado e
hipocampo ap6s o tratamento de dose repetida por sete dias com BEN.

» Avaliar a viabilidade celular in vitro de astrocitos corticais apos
incubacdo com BEN através do teste do MTT.

» Andlisar o tipo de morte celular induzido pelo BEN em cultura de
astrocitos apos incubacao com BEN através de citometria de fluxo.

» Investigar a possivel via apoptoética envolvida na morte celular
astrocitaria ap6s incubacdo com BEN através da marcacdo por
imunofluorescéncia para caspase-8, caspase-9 e NFkB nas células

astrocitarias apos incubacao com BEN.
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AMATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos (21-25 (),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos
a um ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em grupos de 15 animais por gaiola
com livre acesso a comida e agua. O projeto foi submetido ao Comité de ética e
pesquisa animal (Protocolo n® 27/15) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da UFC e os experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e
Usos de Animais de Laboratério do Departamento de Saude e Servicos Humanos
dos Estados Unidos da América. As tabelas 1 e 2 apresentam a distribuicdo dos
animais nos grupos experimentais ap0s tratamento agudo e de dose repetida por

sete dias, respectivamente.

TABELA 1. Esquema de distribuicdo dos animais dentre os grupos do estudo para 0os ensaios
comportamentais apo6s tratamento agudo com BEN.

TRATAMENTO AGUDO

TESTE Controle BEN 50 BEN 100 BEN 200 TOTAL
COMPORTAMENTAL mg/kg mg/kg mg/kg
Campo Aberto 8 8 8 8 32
Inibi¢ao Pré-pulso 8 8 8 8 32
Rota-rod 8 8 8 8 32
Y-maze 8 8 8 8 32
Reconhecimento de 8 8 8 8 32
objeto
Interagao Social 8 8 8 8 32
TOTAL 48 48 48 48 192

TABELA 2. Esquema de distribuicdo dos animais dentre os grupos do estudo para 0S ensaios
comportamentais ap06s tratamento de dose repetida por sete dias com BEN.

TRATAMENTO 7 DIAS
TESTE Controle BEN 50 BEN 100 BEN 200 TOTAL

COMPORTAMENTAL mg/kg mg/kg mg/kg

Campo Aberto 8 8 8 8 32
Inibi¢ao Pré-pulso 8 8 8 8 32
Rota-rod 8 8 8 8 32
Y-maze 8 8 8 8 32
Reconhecimento de 8 8 8 8 32
objeto

Interagao Social 8 8 8 8 32
TOTAL 48 48 48 48 192
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4.2 Drogas e Reagentes

Para o desenvolvimento da presente pesquisa foi utilizado o Cloridrato de
Benzidamina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. A
compra da substancia foi devidamente realizada para fins de pesquisa.

Para o preparo da droga teste, a substancia foi dissolvida em &agua
destilada para a obtencdo de doses finais anteriormente citadas. Os controles
receberam veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg). A droga teste e o veiculo foram
administrados por gavagem conforme cada protocolo experimental descrito adiante.

Para os testes de imunofluorescéncia foram usados os anticorpos “Anti-
rabbit caspase 8 (SC-7890)”, “Anti-rabbit caspase 9 (SC-7885)" e “Anti-rabbit NFkB
p65 (SC-372)” provenientes da empresa Santa Cruz Biotechnology®. “Alexa Fluor
488 Donkey Anti-rabbit (A21206)” e “DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, D1306)”
foram obtidos pela empresa Invitrogen® (Carlsbad, CA). “Fluoromalt (S3023) foi
obtida pela empresa DAKO® (Dinamarca).

4.3 Protocolo de administragéo

Trés grupos de animais (n = 8 a 10) foram tratados com BEN (50, 100 e
200 mg/kg) durante 1 ou 7 dias consecutivos, enquanto 0 grupo controle recebeu
agua destilada pelo mesmo periodo. Apds o tratamento, o0s animais foram
submetidos aos testes do campo aberto, inibicdo pré-pulso, labirinto em Y,
reconhecimento de objetos, interacdo social e rota rod para a avaliacdo dos efeitos
centrais apdés 60 minutos da 12 ou da 72 administracdo da droga teste ou controle.
Posteriormente as determinacdes comportamentais, os camundongos foram
sacrificados por decapitacdo e o corpo estriado foi dissecado, rapidamente
congelado e armazenado a -80° C até a realizacdo dos ensaios neuroquimicos. As
figuras 6 e 7 representam os esquemas dos protocolos experimentais agudo e de

dose repetida de sete dias, respectivamente.
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Via oral

Agua destilada
BEN 50mg/kg

BEN 100mglkg
BEN 200mglkg

[ NEUROQUIMICOS

ENSAIOS

— ENSAIOS
COMPORTAMENTAIS
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|

FIGURA 6. Protocolo experimental do tratamento agudo. Os animais foram divididos em quatro grupos:
Controle (administrou-se 4gua destilada), BEN 50mg/kg, BEN 100mg/kg e BEN 200mg/kg. A administracdo
foi realizada de forma aguda 1 hora antes dos ensaios comportamentais. Para cada ensaio, utilizou-se grupos
diferentes de animais. Apds o0s ensaios, 0s animais foram sacrificados e seus corpos estriados removidos

para as analises neuroquimicas.

Via oral

Agua destilada
BEN 50mg/kg

BEN 100mg/kg
BEN 200mg/kg

[ NEUROQUIMICOS

ENSAIOS

ENSAIOS

COMPORTAMENTAIS

7 dias de
tratamento [

J

— RETIRADADO CORPO
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FIGURA 7. Protocolo experimental do tratamento de dose repetida por sete dias. Os animais foram
divididos em quatro grupos: Controle (administrou-se agua destilada), BEN 50mg/kg, BEN 100mg/kg e BEN
200mg/kg. A administracao foi realizada durante sete dias seguidos. Ap6s 1 h da administracdo do sétimo
dia, realizou-se 0s ensaios comportamentais. Para cada ensaio, utilizou-se grupos diferentes de animais.
ApOs 0s ensaios, 0os animais foram sacrificados e seus corpos estriados removidos para as analises

neuroquimicas.
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4.4 PROTOCOLO 1: Ensaios Comportamentais

4.4.1 Teste do Campo Aberto

O presente experimento € utilizado para avaliar a atividade exploratoria do
animal (ARCHER, 1973). Os animais foram colocados em um campo aberto, com
area de 30 x 30 cm. Previamente, foram habituados durante 1 minuto ao campo
aberto e, posteriormente, submetidos ao teste durante 5 minutos. O parametro para
observacdo foi o niumero de cruzamentos com as quatro patas (movimentagao
espontanea ou atividade locomotora espontanea/ALE), Atividade de exploracéo
vertical (rearing) e atividade de auto-limpeza (grooming), registrados durante um

periodo de 5 minutos.

£~ <« 3
| "’.§‘
i
Nuamero de Numero de
cruzamentos Rearing
(ALE)

FIGURA 8. Esquema dos parametros analisados no teste do campo aberto. FONTE: Arquivo pessoal.

4.4.2 Teste da Inibic&o pré-pulso

Inibicdo pré-pulso (IPP) é caracterizada pela reducdo do reflexo de
sobressalto a um estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente
precedido por um estimulo de menor intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN; ISON,
1980b; SWERDLOW et al., 2008a).

Os animais foram colocados em um contensor (4,5 x 5,0 x 5,5 cm) com
barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro e espacamento de 0,8 cm de
distancia. O contensor foi mantido preso sobre uma balanca, chamada de plataforma
de resposta, através de quatro parafusos em miniatura. Um alto-falante localizado a

15 cm do contensor foi usado para fornecer os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido
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de fundo. O contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma
camara acustica ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos de calibragdo foram
realizados antes dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das
plataformas de resposta ao longo do periodo de teste.

A sessao de testes comecou ao colocar um animal no contensor para a
aclimatizacao e consistiu em uma exposi¢ao de 5 minutos ao ruido de fundo (65 dB).
Apos o periodo de aclimatizacdo, os camundongos foram apresentados a uma seérie
de 10 estimulos de treino (pulso sozinho — 120 dB, 50ms de duracdo), com um
ensaio de intervalo de 20s. O objetivo dessa fase foi permitir a habituacdo da
resposta de sobressalto do animal. Posteriormente, a modulagdo IPP de sobressalto
foi testada no seguinte protocolo: consistiu de 74 ensaios pseudorandomizados
divididos em oito categorias diferentes, apresentados com um intervalo
interestimulos de 20s: 20 apresentacées de pulso sozinho (120 dB, 50ms de
duracdo), 8 apresentacfes de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80
dB, frequéncia de 3000 Hz, 20ms de duracdo), 10 apresentacdes de cada
intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50ms entre pré-
pulso e pulso) e auséncia de estimulo (nesse bloco o animal sé recebebeu o
estimulo de ruido de fundo) (LEVIN et al., 2011). Foram utilizadas trés intensidades
de pré-pulso diferentes para que o teste tivesse maior veracidade, como se o
mesmo fosse feito em triplicata.

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso
sozinho (P) e pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nivel de
IPP em cada camundongo foi definido como a porcentagem da reducdo da
amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + P em comparacdo com a amplitude
do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte formula: %IPP = 100 —
[100 x (PP +P/P)]. Usando essa formula, um valor de IPP de 0% denota que néo
houve diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso sozinho e do

pré-pulso + pulso e, consequentemente, ndo houve IPP (LEVIN et al., 2011).
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FIGURA 9. Esquema de registro da amplitude do reflexo auditivo de sobressalto (ASR) e da
amplitude de sobressalto apds inibicdo por estimulo prévio (PPI). Em A, a apresentacdo de um
estimulo sonoro de alta intensidade (120 dB) desencadeia uma resposta de sobressalto no animal com
grande amplitude. Em B, a amplitude do reflexo diminui apdés o estimulo sonoro desencadeante ser
precedido por um estimulo sonoro de menor intensidade (70 dB). FONTE: Adaptado de:
http://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/137935/martins_mg_me_bot_par.pdf?sequence=3&isAllo
wed=y.

4.4.3 Teste do Labirintoem Y

A memodria de trabalho foi avaliada por meio de um teste de Labirinto em
Y, que permite avaliar o comportamento cognitivo exploratério. O labirinto consiste
em 3 bracos idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura
cada convergindo a um angulo igual. Cada camundongo foi colocado na
extremidade de um braco e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A
sequéncia dos bracos em que os animais entram foi entdo anotada e as informacgdes
analisadas de forma a determinar o niumero de entradas no brago sem repeticéo.
Uma alternacéo foi considerada correta se o animal visitar um novo braco e nao
retornar ao braco anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternacdes foi
calculada como a razdo entre as alternacdes corretas (n) e o niumero de visitas
realizadas durante o periodo de observacdo (n-2), multiplicado por 100 (DALL’IGNA
et al., 2007; YAMADA et al., 1996).
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FIGURA 10. Esquema do experimento labirinto em Y. FONTE: Arquivo pessoal.

4.4.4 Teste do Reconhecimento de objetos

A memodria de reconhecimentos de objetos € a capacidade de discriminar
entre os objetos que tenham sido previamente encontrados e objetos que néo
tenham. Roedores possuem uma tendéncia natural para gastar mais tempo
explorando novos objetos que aqueles conhecidos. Ap6s um periodo de
reconhecimento de cinco minutos no campo aberto que foi realizado 24h antes do
experimento, os animais foram submetidos a uma adaptacdo de cinco minutos a
dois objetos de plastico semelhantes entre si que foram colocados em locais
equidistantes um do outro. Em seguida, os animais foram retirados do campo aberto
por um periodo de 2 minutos. Ap6s esse periodo, 0s animais retornaram ao campo
aberto, que agora possuia um dos objetos familiares e um novo objeto que possuia
cor e forma diferentes. No teste foram registrados os seguintes parametros: tempo
gasto para explorar cada objeto (novo e familiar), sendo considerado exploracéo
quando o animal ficou com o focinho até 0,5 cm do objeto. A principal medida foi a
razdo de discriminacdo dos objetos, sendo estabelecida pelo tempo gasto em
explorar o novo objeto dividido pela soma dos tempos gastos para explorar o novo
objeto e o objeto familiar (tnovo/tnovo + tramiliar) (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).
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FIGURA 11. Esquema do experimento reconhecimento de objetos. FONTE: Arquivo pessoal.

4.45 Teste de Interacédo Social

Os animais foram inseridos em um aparato de acrilico (60 x 40 cm)
dividido em trés compartimentos. Em um dos compartimentos da lateral havia uma
gaiola de ferro contendo um animal do mesmo sexo e idade (camara social), na
outra lateral havia uma gaiola de ferro sem animal em seu interior (cAmara oposta) e
no meio a caixa ficard livre. Os animais foram inseridos na camara do meio e seus
comportamentos registrados durante cinco minutos (RADYUSHKIN et al., 2009). Foi
avaliado: o tempo (em segundos) que o animal permanece explorando o
compartimento com animal (TPCS), assim como, o tempo gasto (em segundos)
cheirando a gaiola com animal (TIS) e o numero total de entradas na camara com
animal (NECS).
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FIGURA 12. Foto do aparelho do experimento de interagdo social. FONTE:
http://www.cebiolog.com.br/comportamento--labirinto--rastreamento.html.

4.4.6 Teste do Rota Rod

Para o teste do rota rod, os animais foram colocados com as quatro patas
sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, a 25 cm acima do chéo, a qual esteve em
rotagdo a 12 rpm. Para cada animal, foram registrados o numero de quedas e o
tempo de permanéncia sobre a barra por 1 min (DUNHAM; MIYA, 1957). Antes da
administracdo do BEN ou da 4gua destilada para o grupo controle, os animais foram
submetidos a um pré-teste para excluir do tratamento aqueles animais que ja

apresentavam um déficit motor.

N° de quedas da barra
giratoria
60s

Pré-Teste Teste

FIGURA 13. Esquema do experimento rota rod. FONTE: Arquivo pessoal.


http://www.cebiolog.com.br/comportamento--labirinto--rastreamento.html
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4.5 PROTOCOLO 2: Analise Neuroquimica

4.5.1 Determinagdo da concentracdo de monoaminas e seus metabdlitos com
HPLC em Corpo Estriado

Para a determinacdo dos niveis de catecolaminas foi utlizado o
equipamento de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance). Na
cromatografia liquida classica, um adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em
uma coluna e € eluido por um liquido ideal (fase movel). Uma mistura para ser
separada € introduzida na coluna e é carreada através da mesma por um liquido
eluente (fase médvel). Se um composto da mistura (soluto) € adsorvido fracamente
pela superficie da fase soélida estacionaria, ele atravessara a coluna mais
rapidamente que um outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. Entdo, a
separacao dos solutos € possivel se existem diferencas na adsorcao pelo sélido. Os
detectores eletroguimicos medem a condutancia do eluente ou a corrente associada
com a oxidacdo ou reducédo dos solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro
caso, 0s solutos devem ser iGnicos e no segundo caso, 0s solutos devem ter a
caracteristica de serem relativamente faceis de oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducao
ou oxidacdo de solutos sdo chamados detectores amperométricos ou colométricos.
Neste estudo foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade
muito menor de soluto, em torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem
a aplicacdo de um potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vitreo),
oxidacdo da substancia que esta sendo estudada préximo a superficie do eletrodo
seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As catecolaminas séo
oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a
liberacao de dois elétrons.

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em &cido perclérico (HCIOa4)
1% e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. A
amostra foi filtrada e uma aliquota de 20 puL do sobrenadante foi, entdo, injetada no
equipamento de HPLC, para a andlise quimica.

Para a analise das catecolaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com
comprimento de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 pm, da

ThermoScientific, foi utilizada. A fase mével utilizada foi composta por tampé&o acido
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citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &cido octanosulfénico sédico(SOS) 0,69 M, como
reagente formador do par idnico, acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. NA,
DA, DOPAC, HVA, 5-HT e 5-HIAA foram eletronicamente detectados usando um
detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japéo) pela oxidacdo em
um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referéncia
de Ag-AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984).

4.5.2 Determinacdo das concentracdes do Fator Neurotrofico Derivado do
Cérebro (BDNF) em corpo estriado e hipocampo ap0Os tratamento de dose
repetida com BEN

Apds homogeneizacdo das areas cerebrais a 20 volumes com tampao
PBS pH 7,4 adicionado de inibidores de protease (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA).
O nivel de BDNF de cada amostra foi quantificado por ensaio imunoenzimatico
(ELIZA; R&D Systems, USA) de acordo com as instrucbes do fabricante. Os

resultados foram expressos em picograma de BDNF/g de tecido total.

4.6 PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade celular

4.6.1 Linhagem e cultivo celular

As células astrocitarias corticais imortalizadas foram gentilmente cedidas
pela Professora Dra. Soraya Smaili Soubhi (Laboratério de Sinalizacdo de Calcio e
Morte Celular - Universidade Federal de Sao Paulo). A linhagem de células
astrocitarias transformadas foi mantida e tratada no Laboratério de Cultivo Celular
(LCC) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade
Federal do Ceara sob a coordenacao da Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins.

As células foram cultivadas em Meio DEMEM suplementado com soro
bovino fetal (10%), antibidticos (100.000U/mL de penicilina, 210mg/mL
estreptomicina), incubadas em estufa a 37°C, atmosfera de 95% de umidade e 5%

de COs2. A cada trés dias a metade do meio de cultura foi trocada por um novo meio.
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4.6.2 Avaliacdo do efeito citotoxico do BEN através do ensaio com MTT

Os astrocitos foram tratados com BEN nas concentragdes de 3,1 pg/mL,
6,2 pug/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL por um periodo de 12 ou
24 horas. ApoOs os tratamentos das células, o substrato da cultura foi retirado e entao
adicionado 10uL de 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difeniltetrazélico (MTT) dissolvido em
PBS (500pg/mL). Este método baseou-se na atividade metabdlica de células viaveis,
formando um produto colorido (sal de formazan, que € insoliavel em agua). Apos
incubacdo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi
removido e adicionado SDS (10%) em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de
formazan. As placas foram incubadas por 17h e, em seguida, uma leitura
espectrofotométrica foi realizada em um comprimento de onda de 570nm
(MOSMANN, 1983).

4.6.3 Avaliagcdo do mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotoxico
do BEN por citometria de fluxo

Para esse teste, foi utilizado a ICso, ICs0/2 e ICsox2 de BEN do periodo de
incubacédo de 24horas. Nesse estudo, as células foram incubadas com BinsVT (100
e 50 yg/mL) e PBS (controle negativo) por 24 horas em placas de 24 pogos. Em
seguida, o sobrenadante de cultivo foi removido e centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos para coleta de células em suspenséo. Adicionalmente, as células aderidas
foram lavadas com PBS, tripsinizadas e misturadas ao pellet obtido do
sobrenadante. As misturas foram mais uma vez centrifugadas e o precipitado obtido
foi lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 490 pyL de tampao de ligagao
(Hepes/NaOH 10 mM, NaCl 140 mM, CaClz 2,5 mM, pH 7,4). As suspensdes foram
tratadas com solucdo de Anexina V-PE e 7-amino-actino-micina (7-AAD) (BD
Pharmigen®, ambos na concentragao final de 5ug/mL) por 15 minutos ao abrigo da
luz. Por fim, as amostras foram centrifugadas, ressuspensas em 500 yL de tampéo
de ligagéo e analisadas em citdmetro de fluxo (FACSCalibur®, BD Pharmigen) para
contagem de células ndo-marcadas, marcadas unicamente com 7-AAD ou anexina

V-PE ou marcadas duplamente.
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4.6.4 Avaliacdo da via apoptotica envolvida com o efeito citotoxico do BEN
através de imunofluorescéncia para caspase 8, caspase 9 e NFkB

Para esse teste, foi utilizado a ICso do periodo de incubacdo de 24horas.
Para o ensaio de imunofluorescéncia, os astrocitos cultivados (1x105 células/mL)
foram lavados (5 minutos) com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
fixados em metanol arrefecido em gelo durante 10 min. Apds a fixacao, as células
foram permeabilizadas e blogueadas através de incubacdo das mesmas em um
tampéao de permeabilizacdo/bloqueio (0,25% de Triton X-100 e 1% de BSA em PBS)
durante 1 h a temperatura ambiente. As células foram ent&o lavadas trés vezes com
tampéo de lavagem (0,025% de Triton X-100, 0,2% de BSA em PBS) e incubadas
com anticorpo primario diluido em tampado de lavagem para caspase-8 (1: 100),
caspase-9 (1. 100) ou NFkBp65 (1 : 100) durante a noite a 4°C. Em seguida, as
células foram lavadas em tampao de lavagem e coradas com anticorpos secundario
anti-coelho conjugado com Alexa488 (1: 500) a 37°C durante 1 h. Seguindo o
protocolo, os nucleos foram corados com DAPI. No final do protocolo de coloracéo,
as células foram montadas em laminas de vidro utilizando fluoromalt (DAKO). As
imagens foram obtidas por meio de um microscépio confocal (LM 710, Zeiss,
Alemanha), utilizando uma objetiva de 40x / NA 1.4. A intensidade de
imunofluorescéncia (IF) foi obtida através do programa ImageJ (NIH, Bethesda,

EUA) e foi calculada como a densidade integrada por célula corrigida para o fundo.

4.7 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism,
versao 6.0 para Windows, expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Para os ensaios comportamentais e neuroquimicos foi utilizado o One-way ANOVA
seguido por Student Newman Keuls. O ensaio comportamental de inibicdo pré-pulso
utilizou o Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Para a analise do teste de MTT e da citometria de fluxo, utilizou-se o
ANOVA seguido de Dunnet. Para a analise das imunofluorescéncias, utilizou-se o
teste ndo-pareado Student's t-test.

Os dados foram considerados significativos quando p<0,05.



RESULTADOS




60

5 RESULTADOS

5.1 PROTOCOLO 1: Ensaios Comportamentais

5.1.1 Campo Aberto

Os parametros analisados nesse teste foram: atividade locomotora
espontanea (ALE) e atividade de exploracdo vertical (rearing). As figuras 14 e 15
mostram os resultados desse experimento.

No tratamento agudo, BEN em todas doses aumentou ALE [Controle:
32,63 + 3,88; 50mg/kg: 50,13 *+ 6,60; 100mg/kg: 56,57 + 4,64; 200mg/kg: 55,40 +
5,10] em relac&o ao grupo controle. As doses de 50 e 100 mg/kg foram capazes de
aumentar o rearing [Controle: 1,62 + 0,70; 50mg/kg: 10,67 + 1,54; 100mg/kg: 6,33 *
0,61] quando comparados com o grupo controle, diferentemente da dose de
200mg/kg [2,67 = 0,76] (FIGURA 14).

Em relacdo ao tratamento de 7 dias, BEN na dose de 200mg/kg
aumentou ALE em relacdo ao grupo controle [Controle: 40,83 + 5,04; 200mg/kg:
69,00 + 7,11], diferentemente das doses mais baixas [50mg/kg: 34,00 + 6,43;
100mg/kg: 40,57 + 5,21]. Todas as doses foram capazes de diminuir o rearing
guando comparados com o grupo controle [Controle: 4,80 + 0,86; 50mg/kg: 1,40 *
0,68; 100mg/kg: 2,20 + 0,37; 200mg/kg: 1,33 £ 0,42] (FIGURA 15).
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FIGURA14 -Efeito de BEN sobre a atividade locomotora espontanea (ALE) e
rearing no teste do campo aberto apd6s tratamento agudo. Controle (dgua
destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via
oral 1h antes do experimento. Os valores da figura representam a média + EPM
durante 5 min de experimento. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 quando comparados ao
grupo controle. #p<0,01 quando comparado ao grupo BEN 50mg/kg.
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FIGURA 15- Efeito de BEN sobre a atividade locomotora espontanea (ALE) e
rearing no teste do campo aberto apds tratamento de dose repetida de 7 dias.
Controle (dgua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram
administrados por 7 dias por via oral. O experimento foi realizado 1h depois do
tratamento realizado no ultimo dia. Os valores da figura representam a média + EPM
durante 5 min de experimento. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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5.1.2 Inibi¢cdo Pré-pulso (IPP)

A analise dos dados do teste de Inibigdo pré-pulso por two-way ANOVA
dos animais tratados com BEN mostrou efeito significativo do tratamento apenas na
dose de 200mg/kg tanto no tratamento agudo [F(3, 66)= 14,99 , P<0,0001]como no
de 7 dias [F(3, 60)= 23,57 , P<0,0001]. As menores doses ndo apresentaram
alteracao significatica em ambos os periodos de tratamento. A analise post hoc pelo
teste de Bonferroni revelou uma diminuicdo significativa da IPP nos animais tratados
com BEN 200 em ambos os tratamentos agudo e de 7 dias nas intensidades de
pulso de 70, 75 e 80 em comparagdo com animais controle, ndo havendo alteracdes
significativas nos animais tratados com BEN 50 e BEN 100 em ambos os periodos

de administracdo da droga. A figura 16 mostra os resultados desse experimento.
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FIGURA 16 -Percentual de Inibicdo Pré-Pulso ap6s o tratamento agudo ou de 7
dias.Controle (agua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram
administrados por 7 dias por via oral. O experimento foi realizado 1h depois do
tratamento realizado no ultimo dia. Os resultados estdo expressos como meédia +
EPM. Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni foram utilizados para a
analise. **p<0,01,***p<0,001quando comparados ao grupo controle.
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5.1.3 Teste do Labirintoem Y

Na figura 17, a analise de percentual de alternancias corretas pelo teste
do labirinto em Y mostrou que a administragéo de BEN nas trés doses e em ambos
0s tratamentos conseguiu reduzir significativamente o numero de alternancias
corretas [AGUDO: Controle: 79,26 + 4,82; 50mg/kg: 63,05 £ 2,90; 100mg/kg: 62,47 +
3,01; 200mg/kg: 56,79 + 4,66] [7 DIAS: Controle:71,82 = 2,24; 50mg/kg: 60,79 *
2,70; 100mg/kg: 60,14 + 3,05; 200mg/kg: 55,55 + 4,04] quando comparados ao

grupo controle tanto no tratamento agudo como no sub-croénico.
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FIGURA 17-Percentagem do numero de alternancias corretas no teste do
labirinto em Y apés tratamento agudo e de dose repetida por 7 dias de BEN
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Controle (dgua destilada) e Benzidamina (BEN:
50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral. No tratamento agudo, o
experimento realizou-se 1h apds as administragBes. No tratamento de sete dias, o
experimento foi realizado 1h depois do tratamento realizado no ultimo dia. Os
valores da figura representam a média £+ EPM durante 8 min de experimento. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls. *p<0,05;
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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5.1.4 Teste do Reconhecimento de Objetos

No teste reconhecimento de objeto, avaliamos a memoria de curto prazo.
A administragdo de BEN nas trés doses e em ambos 0s tratamentos conseguiu
reduzir a memoéria de curto prazo [AGUDO: Controle: 0,58 + 0,02; 50mg/kg: 0,35 *
0,03; 100mg/kg: 0,40 £ 0,02; 200mg/kg: 0,38 + 0,04] [7 DIAS: Controle: 0,60 + 0,08;
50mg/kg: 0,35 + 0,05; 100mg/kg: 0,33 + 0,06; 200mg/kg: 0,37 = 0,08] quando
comparados ao grupo controle tanto no tratamento agudo como no sub-cronico. A

figura 18 mostra os resultados desse experimento.
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FIGURA 18- indice de Reconhecimento de objetos ap6s tratamento agudo e de
dose repetida por 7 dias com BEN nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Controle
(agua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados
por via oral. No tratamento agudo, o experimento realizou-se 1h apds as
administracdes. No tratamento de sete dias, o experimento foi realizado 1h depois
do tratamento realizado no ultimo dia. Os valores da figura representam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls. *p<0,05; **p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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5.1.5 Teste de Interacdo Social

No teste de interacdo social, BEN nas doses de 100 e de 200 mg/kg foi
capaz provocar um isolamento social significativo visto pelos parametros TPCS
[Controle: 163,7 + 6,53; 100mg/kg: 121,9 + 8,07; 200mg/kg: 134,4 +8,17] e TIS
[Controle: 67,64 +4,86; 100mg/kg: 49,09 +5,08; 200mg/kg: 37,33 £5,37] quando
comparados ao grupo controle no tratamento agudo. N&o houve alteracdo
significativa no parametro NECS (FIGURA 19).

Ja no tratamento de sete dias, somente a maior dose de BEN (200mg/kg)
conseguiu causar um isolamento social significativo visto nos parametros TPCS
[Controle: 167,00 + 10,49; 200mg/kg: 91,00 £ 24,7] e TIS [Controle: 52,5 + 6,69;
200mg/kg10,40 £ 4,41] quando comparado ao grupo controle. Ndo houve alteracéo
significativa no parametro NECS (FIGURA 20).
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FIGURA 19- Efeito de BEN no teste de Interacdo Social apés tratamento agudo.
Controle (dgua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram
administrados 1 hora antes do experimento por via oral. Os valores da figura
representam a média + EPM durante 5 min de experimento. TPCS: Tempo de
permanéncia na camara social; TIS: Tempo de interacao social; NECS: Numero de
entradas na camara social. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparados ao
grupo controle.
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FIGURA 20- Efeito de BEN no teste de Interacdo Social ap6s tratamento de
dose repetida de 7 dias. Controle (agua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou
200 mg/kg) foram administrados durante 7 dias e o experimento foi realizado 1 hora
depois da administracdo do ultimo dia. Os valores da figura representam a média +
EPM durante 5 min de experimento. TPCS: Tempo de permanéncia na camara
social; TIS: Tempo de interacdo social; NECS: Numero de entradas na camara
social. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls. *p<0,05; **p<0,01 quando comparados ao grupo controle.
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5.1.6 Teste do Rotarod

No teste rota rod foi avaliado a atividade de coordenagdo motora,
observando o numero de quedas durante 60 segundos. BEN, em ambos o0s
tratamentos e em todas as doses, ndo alterou significativamente o numero de
quedas [AGUDO: Controle: 0,57 = 0,14; 50mg/kg: 0,47 + 0,13; 100mg/kg: 0,44 +
0,18; 200mg/kg: 0,37 = 0,18] [7 DIAS: Controle: 0,00 + 0,00; 50mg/kg: 0,60 * 0,24;
100mg/kg: 0,75 £ 0,25; 200mg/kg: 0,57 £ 0,20] quando comparado ao grupo controle
(FIGURA 21).
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FIGURA 21-Numero de quedas no teste do rota rod apos tratamento agudo e
de sete dias com BEN. Controle (dgua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou
200 mg/kg) foram administrados por via oral. No tratamento agudo, o experimento
realizou-se 1h apos as administracfes. No tratamento de sete dias, 0 experimento
foi realizado 1h depois do tratamento realizado no ultimo dia. Os valores da figura
representam a média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls.
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5.2 PROTOCOLO 2: Anélise Neuroquimica

5.2.1 Determinacdo das concentracbes de dopamina e seus metabdlitos
(DOPAC e HVA) no corpo estriado

No tratamento agudo, BEN nas trés doses administradas conseguiu
reduzir os niveis de dopamina presentes no corpo estriado quando comparados ao
grupo controle [Controle: 3,83x10® + 2,95x10-9; 50mg/kg: 8,33x10° + 9,57x1019;
100mg/kg: 3,39x10° + 7,71x101%; 200mg/kg: 2,63x10° + 4,66x101°]. Os niveis de
DOPAC ndo foram alterados de forma significativa [CONTROLE: 1,37x10°%® +
1,17x10°, 50mg/kg: 1,25x10® + 5,81x101%;, 100mg/kg: 1,63x10® + 1,78x10°;
200mg/kg: 1,30x10® + 7,91x10%°. J& os niveis de HVA foram aumentados
significativamente nas trés doses quando comparados ao grupo controle [Controle:
3,01x10° + 2,30x101% 50mg/kg: 6,11x10° + 1,49x101% 100mg/kg: 7,15x10° +
6,58x1010; 200mg/kg: 6,51x10° + 8,83x1019] (FIGURA 22).

A taxa de renovacao no tratamento agudo aumentou nas doses de 100 e
200 mg/kg tanto para DOPAC como para HVA e para a taxa de metabolizacéo total
gquando comparados ao grupo controle. A dose de 50mg/kg ndo apresentou
diferenca significativa. [DOPAC/DA: Controle: 0,39 = 0,02; 50mg/kg: 2,24 + 0,44;
100mg/kg: 4,66 = 1,42; 200mg/kg: 4,86 + 0,46] [HVA/DA: Controle: 0,09 = 0,003;
50mg/kg: 0,82 = 0,12; 100mg/kg: 2,38 + 0,66; 200mg/kg: 2,72 + 0,36]
[DOPAC+HVA/DA: Controle: 0,35 + 0,04; 50mg/kg: 2,06 = 0,42; 100mg/kg: 4,66 +
1,42; 200mg/kg: 4,47 + 0,42] (FIGURA 23).

Ja no tratamento de dose repetida, BEN na dose de 50 mg/kg conseguiu

reduzir os niveis de dopamina quando comparados ao grupo controle [Controle:
4,02x10°® + 9,37x10°;, 50mg/kg: 2,53x10® + 1,60x10°], enquanto as outras doses
ndo tiveram mudancas significativas [100mg/kg: 3,20x10® + 3,30x10°, 200mg/kg:
3,90x10® + 2,44x10°). DOPAC apresentou seus niveis elevados nas trés doses em
relacdo ao grupo controle [Controle: 1,22x10® + 5,13x10%% 50mg/kg: 3,29x10° +
2,07x10°% 100mg/kg: 3,62x10® + 2,39x10°; 200mg/kg: 2,87x108 + 2,19x10°]. HVA,
assim como o DOPAC, apresentou niveis elevados apds tratamento com as trés

doses de BEN quando comparados ao grupo controle [Controle: 5,40x10° + 6,72x10
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10, 50mg/kg: 1,02x10® + 8,33x101% 100mg/kg: 1,37x10® + 5,50x101% 200mg/kg:
1,24x108 + 1,20x10°] (FIGURA 24).

A taxa de renovacao no tratamento de dose repetida aumentou nas doses
de 50 e 100 mg/kg tanto para DOPAC como para HVA e para a taxa de
metabolizacao total quando comparados ao grupo controle. A dose de 200mg/kg nao
apresentou diferenca significativa. [DOPAC/DA: Controle: 0,54 + 0,14; 50mg/kg: 1,49
+ 0,09; 100mg/kg: 1,22 + 0,14; 200mg/kg: 0,69 + 0,07] [HVA/DA: Controle: 0,20 +
0,04; 50mg/kg: 0,45 £+ 0,03; 100mg/kg: 0,43 + 0,03; 200mg/kg: 0,31 + 0,03]
[DOPAC+HVA/DA: Controle: 0,54 + 0,14; 50mg/kg: 1,53 + 0,09; 100mg/kg: 1,29 *
0,14; 200mg/kg: 0,69 + 0,07] (FIGURA 25).
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Figura 22— Efeito do tratamento agudo com BEN nas doses de 50, 100 e
200mg/kg sobre as concentragdes estriatais de dopamina, DOPAC e HVA.
Controle (adgua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram
administrados por via oral 1 hora antes da retirada dos corpos estriados para analise
em HPLC. Os valores da figura representam a média £+ EPM. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls. ***p<0,001 quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 23— Efeito do tratamento agudo com BEN nas doses de 50, 100 e
200mg/kg sobre a taxa de renovacdo de DA. Controle (dgua destilada) e
Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora
antes da retirada dos corpos estriados para analaise em HPLC. Os valores da figura
representam a média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Dunnet. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 24— Efeito do tratamento de dose repetida de sete dias com BEN nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg sobre as concentragdes estriatais de dopamina,
DOPAC e HVA. Controle (agua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200
mg/kg) foram administrados por via oral durante 7 dias e os corpos estriados foram
retirados 1 hora depois da administragcdo do ultimo dia para analise em HPLC. Os
valores da figura representam a média £+ EPM. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls. *p<0,05; ***p<0,001 quando
comparado ao grupo controle.
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Figura 25— Efeito do tratamento de dose repetida de sete dias com BEN nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg sobre a taxa de renovacao de DA. Controle (agua
destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via
oral durante 7 dias e os corpos estriados foram retirados 1 hora depois da
administracdo do ultimo dia para andlise em HPLC. Os valores da figura
representam a média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Dunnet.***p<0,001; ***p<0,0001 quando comparado ao grupo controle.
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5.2.2 Determinacado das concentracfes de serotonina e seu metabdlito (5-HIAA)
no corpo estriado

No tratamento agudo, BEN nas trés doses administradas conseguiu
reduzir os niveis de serotonina presentes no corpo estriado quando comparados ao
grupo controle [Controle: 1,40x10° + 1,48x101% 50mg/kg: 6,15x101° + 9,50x10%;
100mg/kg: 3,67x1010 + 1,54x101%; 200mg/kg: 5,28x101° + 1,62x101°. Os niveis de
5-HIAA também foram reduzidos apds o tratamento com BEN nas trés doses
quando comparados ao grupo controle [Controle: 3,74x10° + 2,31x101%; 50mg/kg:
6,24x101° + 6,13x10%%; 100mg/kg: 8,05x101° + 8,78x101%; 200mg/kg: 1,36x107° +
3,66x1019 (FIGURA 26).

A taxa de renovacdo no tratamento agudo diminuiu na dose de 50 mg/kg
e nao alterou nas doses de 100 e 200 mg/kg quando comparados ao grupo controle
[5-HIAA/5-HT: Controle: 2,54 £ 0,32; 50mg/kg: 1,01 + 0,06; 100mg/kg: 2,03 = 0,56;
200mg/kg: 2,41 + 0,34] (FIGURA 27).

Ja no tratamento de 7 dias, BEN nas doses de 100 e 200 mg/kg
conseguiu aumentar os niveis de serotonina quando comparadas ao grupo controle
[Controle: 1,95x10° + 3,54x101°; 100mg/kg: 4,36x10° * 3,15x10°1°; 200mg/kg:
5,89x10° + 7,26x101°. A dose de 50 mg/kg, pelo contrario, ndo apresentou
mudanca significativa nos niveis de serotonina [2,26x10° + 2,35x10-1°]. Os niveis de
5-HIAA foram aumentados apds o tratamento com as trés doses de BEN quando
comparados ao grupo controle [Controle: 3,52x101° + 1,10x101% 50mg/kg: 2,03x10°
+ 3,18x101%; 100mg/kg: 2,20x10° + 2,42x101%; 200mg/kg: 2,32x10° + 2,42x10719]
(FIGURA 28).

A taxa de renovacdo no tratamento de dose repetida diminuiu na dose de
50 mg/kg e nao alterou nas doses de 100 e 200 mg/kg quando comparados ao
grupo controle [5-HIAA/5-HT: Controle: 3,18 £ 0,27; 50mg/kg: 0,88 + 0,13; 100mg/kg:
2,45 + 0,60; 200mg/kg: 2,13 + 0,40] (FIGURA 29).
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Figura 26— Efeito do tratamento agudo com BEN nas doses de 50, 100 e
200mg/kg sobre as concentracdes estriatais de serotonina (5-HT) e de acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA). Controle (agua destilada) e Benzidamina (BEN: 50,
100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora antes da retirada dos
corpos estriados para analise em HPLC. Os valores da figura representam a média *
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls.***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 27— Efeito do tratamento agudo com BEN nas doses de 50, 100 e
200mg/kg sobre a taxa de renovacdo de 5-HT. Controle (agua destilada) e
Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora
antes da retirada dos corpos estriados para analise em HPLC. Os valores da figura
representam a média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Dunnet. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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TRATAMENTO 7 DIAS
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Figura 28— Efeito do tratamento de dose repetida de sete dias com BEN nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg sobre as concentragdes estriatais de serotonina
(5-HT) e de 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Controle (dgua destilada) e
Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral durante
7 dias e os corpos estriados foram retirados 1 hora depois da administracdo do
ultimo dia para analise em HPLC. Os valores da figura representam a média + EPM.
Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls.
**p<0,01; **p<0,001 quando comparados ao grupo controle.



84

5-HIAA/DA

(6]
1

N
1

w
1

N
1

* k%

[EEY
1
e

Taxa de metabolizagcédo
o,

o

Controle BEN 50 BEN 100 BEN 200

Figura 29— Efeito do tratamento de dose repetida de sete dias com BEN nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg sobre a taxa de renovacéo de 5-HT. Controle (agua
destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via
oral durante 7 dias e os corpos estriados foram retirados 1 hora depois da
administracdo do Ultimo dia para analise em HPLC. Os valores da figura
representam a média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Dunnet. ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle.
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5.2.3 Determinacdo das concentragcdes do Fator Neurotrofico Derivado do
Cérebro (BDNF) em corpo estriado e hipocampo apoOs tratamento de dose

repetida com BEN

As concentra¢gdes de BDNF no Corpo estriado apresentaram-se reduzidas
ap6s tratamento de 7 dias com BEN nas doses 100 e 200 mg/kg quando
comparadas ao grupo controle [Controle: 757,3 + 33,13; 100mg/kg: 513,6 + 37,49;
200mg/kg: 460,0 £ 36,55]. A dose de 50 mg/kg ndo apresentou diferenca
significativa [682,5 £ 25,49] (FIGURA 30A).

As concentracbes de BDNF no hipocampo apresentaram-se reduzidas
apos tratamento de 7 dias com BEN em todas as doses quando comparadas ao
grupo controle [Controle: 2157 + 104,5; 50mg/kg: 1887 + 105,5; 100mg/kg: 1613 *
69,80; 200mg/kg: 1283 + 67,64] (FIGURA 30B).
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Figura 30— Efeito do tratamento de dose repetida de sete dias com BEN nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg sobre as concentracdes do Fator Neurotroéfico
derivado do cérebro (BDNF) no corpo estriado (A) e no hipocampo (B). Controle
(dgua destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados
por via oral durante 7 dias e os corpos estriados foram retirados 1 hora depois da
administracdo do ultimo dia para analise das concentracdes de BDNF. Os valores da
figura representam a média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls. *p<0,05 ***p<0,001 quando comparados ao
grupo controle.
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5.3 PROTOCOLO 3: Ensaios in vitro de Viabilidade celular

5.3.1 Avaliacéo do efeito citotoxico do BEN através do ensaio com MTT

Com o intuito de estudar o efeito de BEN sobre astrocitos, a substancia foi
incubada em diferentes concentrac6es com as células por um periodo de 12 ou 24
horas. Em seguida foi realizado o ensaio de reducdo do MTT, que determina
indiretamente a capacidade oxirredutora das células.

Apdés 12 horas de incubacdo, todas as concentracbes de BEN
conseguiram diminuir significativamente a viabilidade celular em relacdo ao grupo
controle, indicando um possivel papel citotéxico. Um resultado semelhante foi
encontrado apés a incubacdo com BEN por 24 horas, diferindo apenas nas menores
doses (3,1 e 6,2 ug/ml), onde houve uma diferenca significativa maior em relagcéo ao
grupo controle no tratamento de 24 horas em relacdo ao tratamento de 12horas. A
IC50 do tratamento de 12 horas foi de 20,73 pg/mL. Ja a IC50 do tratamento de 24
horas foi de 26,13 pg/mL (FIGURA 31).
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Figura 31- Efeito de BEN sobre a viabilidade de astrécitos pelo método do MTT
ap6s 12 horas ou 24 horas de incubacdo. Os experimentos foram realizados em
triplicata e os dados foram expressos média + EPM. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao
grupo controle.
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5.3.2 Avaliagdo do mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotoxico
do BEN por citometria de fluxo

Com o objetivo de identificar alteragdes celulares indicativas de necrose
e/ou apoptose induzidas por BEN, as células tratadas por 24 horas com a ICso
(26,13 pg/mL), 2xICso (52,26 pg/mL), 1Cs0/2 (13,06 pg/mL) de BEM e, logo apos o
tratamento, foram submetidas ao protocolo de marcagéao por 7-AAD e anexina V-PE.
No ensaio realizado com BEN, os resultados encontrados mostram a ativagao
principalmente da via apoptética (maior marcagdo com anexina V-PE) de morte
celular. Houve a presenca de eventos necroticos (células marcadas com 7-AAD),
porém em menor intensidade. (FIGURAS 32 e 33).
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Figura 32- Citometria de Fluxo para a avaliacdo do tipo de morte celular
envolvido na citotoxicida de BEN ap6s 24 horas de incubacdo com as doses
ICs0/2 (13,06 pg/mL), I1Cso (26,13 pg/mL) e 1ICs0X2 (52,26 pg/mL). Representacao da
marcacdo simultanea de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo:
células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas apenas
com Anexina V (apoptose); quadrante superior esquerdo: células marcadas apenas
com 7-AAD (necrose); quadrante superior direito: células marcadas duplamente com

7-AAD e Anexina V-PE.
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Figura 33 - Quantificacdo do tipo de morte envolvido na citotoxicidade de BEN
apos 24 horas de incubacdo com as doses ICso/2 (13,06 pg/mL), ICso (26,13
pHg/mL) e ICso0X2 (52,26 ug/mL) através do experimento da Citometria de Fluxo.
Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados expressos como
percentagem de eventos + EPM. Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA
seguido de Dunnet *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Ax: auséncia de
marcacdo para Anexina V-PE; Ax*: presenca de marcacdo para Anexina V-PE;
7AAD": auséncia de marcacdo para 7-amino-actino-micina; 7AAD*. presenca de
marcacao para 7-amino-actino-micina.



92

5.3.3 Avaliacdo da via apoptotica envolvida com o efeito citotoxico do BEN

através de imunofluorescéncia para caspase 8, caspase 9 e NFkB

Os resultados da imunofluorescéncia mostraram que houve um aumento
expressivo na intensidade de imunofluorescéncia da enzima caspase 8 [14,13 *
0,77] em relacdo ao grupo controle [3,51 + 0,13] (FIGURAS 34 e 35). Nao houve
diferenca significativa na intensidade de imunofluorescéncia para caspase 9 [7,08 *
0,48] em relacdo ao grupo controle [6,32 + 0,33] (FIGURAS 36 e 37).

NFkB, um fator de transcricdo ativado principalmente pela via extrinseca
da apoptose, mostrou um aumento expressivo na intensidade de imunofluorescencia
[26,27 £ 2,26] em relacdo ao grupo controle [4,45 + 0,47] (FIGURAS 38 e 39).
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Caspase-8 DAPI MERGE

Figure 34 - Dupla coloracdo por imunofluorescéncia de culturas de astrécitos
corticais para caspase-8 e DAPI ap0s tratamento de 24h com BEN. Imagens
representativas mostrando dupla marcacéo para caspase-8 (verde) e DAPI (azul) em
celtlas astrocitarias corticais com nenhum tratamento (controle) ou apés tramento
com a ICso de 24h de BEN. A cultura representando o grupo controle mostrou
reatividade apenas para DAPI e escassa reatividade para caspase-8. Em contraste,
a cultura tratada com a IC50 de 24hde BEN mostrou acentuada expresséo para
caspase-8.
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Figure 35. Quantificacdo da intensidade de imunofluorescéncia (IF) para
caspase-8 em culturas de astrocitos corticais apds tratamento de 24h com
BEN. Os experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como
intensidade de IF + EPM. Analise estatistica foi feita utilizando Student's t-test. *** p
<0.001 comparado ao grupo controle.
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Caspase-9 DAPI MERGE

Figure 36. Dupla coloragdo por imunofluorescéncia de culturas de astrocitos
corticais para caspase-9 e DAPI ap6s tratamento de 24h com BEN. Imagens
representativas mostrando dupla marcacgao para caspase-9 (verde) e DAPI (azul) em
celllas astrocitarias corticais com nenhum tratamento (controle) ou apds tramento
com a ICso de 24h de BEN. Os dois grupos de culturas (controle e IC50) mostraram
reatividade apenas para DAPI e escassa reatividade para caspase-9.
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Figure 37.Quantificacdo da intensidade de imunofluorescéncia (IF) para
caspase-9 em culturas de astrocitos corticais apos tratamento de 24h com
BEN. Os experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como
intensidade de IF + EPM. Andlise estatistica foi feita utilizando Student's t-test.
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Figure 38. Dupla coloracdo por imunofluorescéncia de culturas de astrécitos
corticais para NFkB p65 e DAPI apés tratamento de 24h com BEN. Imagens
representativas mostrando dupla marcagao para NFkB p65 (verde) e DAPI (azul) em
celllas astrocitarias corticais com nenhum tratamento (controle) ou apds tramento
com a ICso de 24h de BEN. A cultura representando o grupo controle mostrou
reatividade apenas para DAPI e escassa reatividade para NFkB p65. Em contraste,
a cultura tratada com a IC50 de 24hde BEN mostrou acentuada expresséo para
NFkB p65.
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Figure 39. Quantificagdo da intensidade de imunofluorescéncia (IF) para NFkB
p65 em culturas de astrécitos corticaisapds tratamento de 24h com BEN. Os
experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como intensidade
de IF + EPM. Andlise estatistica foi feita utilizando Student's t-test. *** p <0.001
comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

Benzidamina, um antiinflamatorio inicialmente de venda livre, passou a
ser utilizado pelos jovens por seus efeitos ndo terapéuticos como de causar
alucinacdes e psicoses, tornaram esta droga, por este motivo, posteriormente, de
venda controlada pela ANVISA. Esses relatos despertaram o interesse do presente
trabalho na investigacdo dos efeitos centrais de BEN e seu potencial citotoxico em
células neurais.

Considerando o relato por jovens de seus efeitos psicoestimulantes, foi
utilizado inicialmente o teste do campo aberto em camundongos, com o intuito de
investigar o potencial efeito psicoestimulante induzido pela droga. Este teste é
amplamente utilizado para quantificar movimentos locomotores e de exploracdo dos
animais. Os movimentos locomotores sédo os deslocamentos entre um ponto a outro
da arena (ALE). Os movimentos de exploragéo ou n&o locomotores sao aqueles que
o animal pode realizar sem a necessidade de deslocamento, como por exemplo,
elevacao vertical (rearing). Em experimentos com roedores, estes comportamentos
sdo essenciais para compreender o efeito de diferentes drogas psicoestimulantes e
ansioliticas (MACIEL; LIMA; SOUSA, 2015).

O aumento da ALE ap6s administracdo aguda de BEN, em todas as
doses, sugere um efeito similar causado por outras drogas de abuso, jA bem
conhecidas como psicoestimulantes, tais como cocaina, anfetamina, entre outras.
De fato, pesquisadores mostraram, por exemplo, que anfetamina, em baixas
doses,aumenta a ALE, efeito este associado com comportamentos exploratérios
(ELLINWOOD, 1980; IVERSEN, 1975) e cujo aumento é considerado ser mediado,
principalmente, pelo sistema dopaminérgico mesolimbico. Estudos posteriores
mostraram que diferengas individuais na resposta locomotora induzidas pela
administracdo de outra droga de abuso, como a cocaina, parecem estar diretamente
relacionadas a diferencas na taxa de metabolizacdo da dopamina (MITTLEMAN,
2005).

Entretanto, ndo € somente o sistema dopaminérgico que esta relacionado
a atividade locomotora. Alguns estudos mostraram que o0 sistema serotoninérgico
desempenha um papel de modulacdo inibitéria no efeito da anfetamina sobre a

atividade locomotora, visto que lesBes nos nucleos das rafe no mesencéfalo,
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aumentaram a estimulagcdo dessa atividade causada por essa droga (COSTALL,;
NAYLOR, 1974; NEILL; GRANT; GROSSMAN, 1972; TAYLOR, 1975).

E bem estabelecido que dopamina (DA) e serotonia (5-HT) exibem
interacbes complexas e extensas, especialmente dentro do ganglio basal (ALEX;
PEHEK, 2007). A atividade do estriado, que € uma regido de integracado sensorio-
motor-limbico do ganglio basal que controla a atividade locomotora e de exploragédo
vertical em roedores, € modulada por diversos fatores, em particular as projecdes
dopaminérgicas e serotoninérgicas decorrentes do mesencéfalo central e do tronco
cerebral (GEYER, 1996).

O mesencéfalo central, onde os corpos celulares dopaminérgicos estédo
localizados, recebe as maiores inervacdes serotoninérgicas do cérebro (HERVE et
al., 1987) e os receptores de 5-HT regulam a atividade da DA e do GABA nessa
regido (O’DELL; PARSONS, 2004; PESSIA et al., 1994). Também existe uma forte
projecao serotoninérgica para o estriado, o que fornece uma regulacao pré-sinaptica
desse neurotransmissor na liberacdo de DA (ALEX; PEHEK, 2007).

Vérios estudos provaram que, excetuando a ativacdo dos receptores 5-
HT2a e 5-HTs, o sistema serotoninérgico exerce, de forma geral, um efeito de
modulagéo inibitéria sobre a ALE e exploragdo vertical (BROOKSHIRE; JONES,
2009). De forma inversa, a ativacao do sistema dopaminérgico exerce um aumento
na ALE e na exploracao vertical (CHOLERIS et al., 2011; FLORIN et al., 1996). O
guadro 1 mostra um esquema resumindo, de forma geral (excetuando ativacdo dos
receptores 5-HT2a e 5-HT3), os efeitos dos neurotransmissores DA e 5-HT em alguns
dos parametros avaliados pelo campo aberto.

o ~

[fAtividade Locomotora ]
$ 5-HT| —

[f Exploracao Vertical]

[ﬁAtividade Locomotora]

DAl -

\ [ﬁ Exploracao Vertical] /

QUADRO 1. Esquema geral dos efeitos da transmissao dopaminérgica (DA) e serotoninérgica
(5-HT) nos parametros avaliados no teste do campo aberto em estriado.




102

O aumento na atividade locomotora em todas as doses causado por BEN
durante a administracdo aguda pode provavelmente ser consequéncia da deplecéo
dos niveis de 5-HT e aumento da taxa de renovacao da DA observados no presente
estudo. De fato, outros pesquisadores observaram que um aumento da taxa de
renovacgao da DA estriatal pode provocar aumento de atividade motora em geral (LE
MOAL,; SIMON, 1991).

O fato de BEN nas doses de 50 e 100mg/kg néo ter alterado a atividade
locomotora pode ser devido a um provavel equilibrio entre os efeitos antagbnicos
ocasionados pelo aumento da taxa de renovacdo da DA e aumento dos niveis de 5-
HT. Entretanto, o aumento da ALE observado na maior dose (200mg/kg), sem a
deteccdo de alteracdo dos niveis de dopamina, mas com aumento de serotonina
sugere investigacdes posteriores.

Com relacdo ao parametro de exploragao vertical (rearing), no tratamento
agudo, os achados comportamentais encontrados corroboram com os achados
neuroquimicos dos niveis das monoaminas. No tratamento agudo, o aumento de
rearing nas menores doses (50 e 100mg/kg), assim como ocorreu com a ALE, indica
que houve um somatério dos efeitos causados pela diminuicdo de 5-HT e aumento
da taxa de renovacdo da DA. Entretanto, a ndo alteracdo do rearing na dose de
200mg/kg necessita de posterior investigacao.

A diminuicao do rearing apés o tratamento de dose repetida sugere que
esse efeito provavelmente foi condicionado pelo aumento da transmissao
serotoninérgica provocado pelo uso continuo de BEN (BROOKSHIRE; JONES,
2009).

Com base nos relatos de efeitos psicoticos causados por BEN, em
seguida foi realizado o teste de Inibicdo pré-pulso. A literatura descreve bem que a
inibicdo do sobressalto por estimulos fracos (Inibicao pré-pulso - IPP) é um fenétipo
quantitativo hereditario (GREENWOOD et al., 2007) que esta deficiente em muitas
desordens psiquiatricas (BRAFF et al., 1978; SWERDLOW et al., 2008b). A resposta
de IPP ao sobressalto representa um indice operacional do filtro sensdério-motor e é
demonstrado com confiabilidade tanto em humanos (GRAHAM, 1975) como em
animais (HOFFMAN; ISON, 1980a).

O filtro sensorio-motor age como um protetor do processamento de
informacgdes, limitando a entrada de informacdes sensoriais e evitando a sobrecarga

no processamento cortical e as consequentes alteracdes na percepcado dos
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estimulos (NORRIS; BLUMENTHAL, 1996). Alexander e colaboradores sugeriram
quatro circuitos cortico-estriado-talamico (CCET) que parecem atuar como filtros
sensorio-motores (ALEXANDER; DELONG; STRICK, 1986): motor, oculomotor,
cognitivo e limbico. Tais circuitos atuam como o substrato neural que regula a
transmissdo de informacdes sensoriais, a interpretagdo do meio em tempo real e a
selecdo do comportamento mais adequado (NUSBAUM; CONTRERAS, 2004).
Problemas no circuito CCET limbico estédo relacionados a distarbios associativos e
alucinacbes (DREVETS et al, 1997; GRAYBIEL, 1997). Assim como nas
psicopatologias, manipulagfes farmacoldgicas, em especial nas sinapses cortico-
estriatais, também afetam o filtro sensorio-motor (WAN; SWERDLOW, 1996).

Agentes farmacoldgicos com propriedades psicoéticas e antipsicéticas em
humanos também podem perturbar e potencializar a IPP em animais. Em ratos, a
alteracdo da IPP por agonistas dopaminérgicos é revertida por antipsicoticos tipicos
e atipicos. Entretanto, somente o0s antipsicéticos atipicos sdo capazes de
antagonizar a alteracdo da IPP causada por antagonistas NMDA e de serotonina
(SWERDLOW; GEYER, 1998).

A reducdo causada por BEN na maior dose, dos niveis de IPP nas trés
intensidades de pré-pulso estudadas (70, 75 e 80 dB), em ambos os tratamentos,
agudo e de dose repetida, pode estar relacionada ao aumento da taxa de renovacéo
da DA. Altos niveis da taxa de renovacado da DA indicam maior requisicdo do mesmo
e consequente maior metabolizacao.

Dessa forma, BEN na dose de 200 mg/kg agiu semelhante a agentes
psicoestimulantes como a anfetamina, que reduzem a IPP em roedores (GEYER et
al., 2001). Um estudo mais recente realizado por Manduca e colaboradores também
demonstrou a ocorréncia de uma diminuicdo de IPP em ratos jovens tratados com
anfetamina (MANDUCA et al., 2014). Outras drogas perturbadoras do SNC - sejam
agonistas canabinoides, dopaminérgicos, serotoninérgicos (5-HTzac), bem como
antagonistas glutamatérgicos de NMDA — também apresentam a capacidade de
reduzir a IPP (BROSDA et al., 2011).

Considerando que muitas drogas de abuso, causam alteracdes
importantes na cognicdo e memaria no presente trabalho, realizou-se os testes do
Labirinto em Y e do Reconhecimento de Objetos apds o tratamento com BEN nos

animais, testes estes, que avaliam a cognigéo, especificamente a memoria.
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A memodria pode ser definida como um processo de formacao, conversao,
evocacdo e apanhamento de diferentes informacdes. Alguns processos como:
aguisicao, consolidacdo, armazenamento, evocacdo e extincdo compdem o ato de
memorizar (CAMMAROTA et al., 2005).

O teste do Labirinto em Y avalia o tipo de memdria chamada de
“operacional” ou de “trabalho”. Essa memoria € um subtipo de memoria declarativa
onde ocorre um armazenamento temporario da informacéo utilizada para planejar
uma acéo futura. Trata-se de uma memoaria imediata que dura de fracbes a poucos
segundos e nao deixa “tragos” ou nao forma “arquivos”. Essa memaria operacional
envolve muitas partes diferentes do cértex cerebral (BADDELEY, 1992; SQUIRE;
ZOLA, 1996).

Ja o teste do Reconhecimento de objetos avalia a memoria de curto
prazo. Essa memoria engloba o tempo durante o qual a memoria estd sendo
consolidada e convertida a memoéria remota, de longo prazo. Durante este tempo, a
memoria a curto prazo é vulneravel e sujeita a desaparecer (SQUIRE; ZOLA, 1996).

O déficit cognitivo provocado por BEN em todas as doses e em ambos o0s
periodos de tratamento no presente estudo, corrobora com outros estudos que
mostram que o abuso de drogas estd, em grande parte, associado com déficit
cognitivo devido a mecanismos toxicos ou por adaptacdo compensatoria, sendo
esse déficit, em algumas vezes, ndo permanente. Rogers e Robbins, por exemplo,
revisaram os déficits neurocognitivos associados com muitas drogas de abuso,
detalhando os niveis surpreendentes de comprometimento da meméria ou da fungéo
fronto-executiva que pode ser encontrada nos dependentes (ROGERS; ROBBINS,
2003).

Outro estudo usando uma nova tarefa de tomada de deciséo deixou claro
que o0s abusadores da anfetamina exibiram alguns defeitos que eram
qualitativamente semelhantes aos apresentados por pacientes com danos
orbitofrontal, como teria sido previsto a partir de achados neuropatolégicos e de
neuroimagem para abusadores de metanfetamina (ARON; PAULUS, 2007; OSCAR-
BERMAN; MARINKOVIC, 2003; ROGERS; ROBBINS, 2003; ROGERS et al., 1999;
WILSON et al., 1996).

No presente trabalho BEN, em todas as doses e nos dois periodos de
tratamento, causou um déficit cognitivo em ambos Labirinto em Y e

Reconhecimento de Objetos. Tais déficits também tém sido simulados pelo
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tratamento crénico com cocaina em macacos (JENTSCH; TAYLOR, 1999).
Posteriormente, Kantak e colaboradores mostraram que ratos que se auto-
administravam cronicamente com cocaina apresentavam déficits cognitivos de
memoria (KANTAK et al., 2005).

No entanto, estudos posteriores sobre populacdes semelhantes de
usuarios de drogas usando o Teste neuropsicologico de Cambridge (Cantab)
encontraram uma ampla gama de deficiéncias no planejamento visuo-espacial,
memoria de trabalho espacial, memoéria de reconhecimento visual, e aprendizagem
(ERSCHE et al.,, 2006; ORNSTEIN et al., 2000). Esses déficits indicam que os
comprometimentos sdo susceptiveis para envolver outros sistemas além do cortex
orbitofrontal (ERSCHE et al., 2006; ORNSTEIN et al., 2000).

A reducdo nos niveis de BDNF no hipocampo observada no presente
trabalho pode explicar os efeitos de déficit cognitivo causados por BEN. O
hipocampo, que € necessario para muitas formas de memoéria em humanos e
animais, € um importante local de acdo do BDNF e, de fato, dados da literatura
mostram que ha uma inducdo rapida e seletiva da expressdo de BDNF no
hipocampo durante a aprendizagem contextual (HALL; THOMAS; EVERITT, 2000).

Nos seres humanos, a dependéncia de substancias é acompanhada por
prejuizos sociais. Isso afeta negativamente as relagfes pessoais e, se 0 individuo
estd em tratamento, afeta também relacdo com o psicoterapeuta, comprometendo
assim a adesdo ao tratamento (KLAUS GRAWE RUTH DONATI FRIEDERIKE
BERNAUER, 1994; LEICHSENRING; RABUNG; LEIBING, 2004). Com base nestas
consideracdes, foram investigadas as alteracdes causadas por BEN no experimento
de Interacdo social.

O teste de interacdo social foi desenvolvido 25 anos atrds como o
primeiro teste animal para ansiedade que se esforgcou para utilizar fontes
etologicamente relevantes de ansiedade e wusar uma forma natural de
comportamento como a medida dependente (FILE; HYDE, 1978a). Esse teste mede
uma variedade de comportamentos exibidos por um sujeito (normalmente ratos)
guando exposto a um sujeito estranho, avaliando as respostas sociais do sujeito
para com o estranho. A resposta é quantificada de forma diferente dependendo do
grupo de pesquisa (NEILL et al., 2010).

Os niveis de interagdo social em roedores tém sido usados para avaliar

efeitos farmacologicos na ansiedade. Um aumento na interagédo social é indicativo
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de efeito ansiolitico, ao passo que uma diminuicdo é induzida por drogas
ansiogénicas (FILE; HYDE, 1978a; FILE; SETH, 2003). Atualmente, esse teste tem
sido usado para estudar aspectos sociais da esquizofrenia em diversos modelos
animais, e deficiéncias de desempenho social neste teste tém sido sugeridas
modelar os sintomas negativos da doenca (O'TUATHAIGH et al., 2010; SAMS-
DODD; LIPSKA; WEINBERGER, 1997; SAMS-DODD, 1995, 1998a, 1998b, 1998c).

Entretanto, ha uma razdo para o uso extensivo desse teste para imitar os
sintomas negativos do abuso de drogas em animais. Em primeiro lugar, a
mensuracao de interacdo social em animais é relativamente simples em comparagéo
com outros sintomas negativos, como embotamento afetivo ou apatia. Esses
sintomas sao dificeis de mimetizar e até mesmo de identificar em animais, ja que a
falta de resposta a emocdo evocada por estimulos em animais pode ser
completamente independente da falta de emoc¢édo. Em segundo lugar, diferente de
muitas tentativas frustradas de modelar os aspectos dos sintomas negativos, varios
grupos foram capazes de mostrar com sucesso a inibicdo da interacdo social,
induzida por antagonistas do receptor NMDA em animais (BECKER; GRECKSCH,
2004; BRUINS SLOT; KLEVEN; NEWMAN-TANCREDI, 2005; ELLENBROEK;
COOLS, 2000; SAMS-DODD, 1999; SNIGDHA; NEILL, 2008a, 2008b).

BEN, no tratamento agudo, nas duas maiores doses (100 e 200 mg/kg)
reduziu os niveis de interacdo social, efeito semelhante ao ocorrido com outras
drogas de abuso. A observacdo de manutencdo da reducdo da interacdo com a
maior dose no tratamento repetido, sem este efeito na dose de 100 mg/kg pode ser
justificado possivelmente por uma neuroadaptacao.

Corroborando ainda com os resultados do presente trabalho, dados na
literatura mostram que drogas psicoestimulantes no teste de interacdo social,
usualmente desencadeiam efeitos ansiogénicos na forma de diminuicéo da interacao
social (CLEMENS et al., 2004; FILE; HYDE, 1978b; MICZEK; TIDEY, 1989;
TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2014). Trabalho recente demonstrou
que a administragdo aguda de metanfetamina provocou uma diminuicdo no
comportamento social no teste de interacéo social (SLAMBEROVA et al., 2015)

O ultimo teste comportamental do presente estudo foi rota rod. Esse teste,
entre varios outros que avaliam o desempenho motor, € um ensaio adequado para
avaliacdo dos déficits cerebelares em roedores (CASTON; JONES; STELZ, 1995;
LALONDE; BENSOULA; FILALI, 1995). O desempenho motor no rota Rod pode ser
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influenciado por varios fatores, tais como coordenagdo motora, aprendizado e
resisténcia cardiopulmonar. Portanto este teste foi utilizado para descartar qualquer
possivel alteracdo motora que interferisse em experimentos comportamentais nos
animais tratados com BEN. A auséncia de efeito da droga em estudo no rota rod
indica que BEN né&o causou qualquer interferéncia motora em todas as doses e em
ambos os tratamentos, que pudesse afetar os demais comportamentos avaliados.

A analise de dopamina e serotonina e seus metabdlitos foi realizada apos
0S experimentos comportamentais na tentativa de elucidar parte dos efeitos
causados por BEN. A dopamina é o neurotransmissor que foi classicamente
associada com os efeitos de reforco de drogas de abuso. Esta nocgéo reflete o fato
de que a maioria das drogas de abuso aumenta a concentracdo de DA extracelular
nas regides limbicas, incluindo o nacleo accumbens (DI CHIARA; IMPERATO, 1988;
KOOB; BLOOM, 1988).

O papel no reforco postulado para a dopamina presente no estriado
ventral foi fortalecido principalmente por estudos que demonstram que as qualidades
de reforco de drogas psicomotoras estimulantes (como cocaina e anfetamina) e
opiaceos sdo mediados pela suas capacidades de aumentar a neurotransmissao da
dopamina no sistema mesolimbico (DI CHIARA; IMPERATO, 1988; KOOB; LE
MOAL, 1997; ROBERTS et al., 1980; TAYLOR; ROBBINS, 1984).

O fato de BEN ter aumentado a taxa de renovacdo da dopamina ajudou a
esclarecer parte dos ensaios comportamentais anteriormente descritos. Essa taxa
mostrou que houve uma maior requisicdo de dopamina pelo organismo devido a
administracdo de BEN e, em seguida, um conseqiente aumento da metabolizacao.
Drogas como a anfetamina também exibem a capacidade de aumentar a taxa de
renovacdo da dopamina (MITTLEMAN, 2005).

Apesar da dopamina ser, hoje, o principal neurotransmissor envolvido
com abuso de drogas, muitos outros neurotransmissores possuem modulagdo no
reforco causado pelas mesmas, sendo a serotonina considerada de relevancia
significativa. O uso recreativo do derivado da anfetamina,
metilenodioximetanfetamina (MDMA; "Ecstasy"), tornou-se um problema de saude
pelo fato de estudos em animais terem sugerido que 0 seu mecanismo da acao
comportamental agudo em casos de abuso estar provavelmente relacionado com a

sua capacidade em causar uma liberagdo macica e rapida no cérebro do
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neurotransmissor serotonina, enquanto que a sindrome disforica apos a retirada da
droga pode ser explicado por uma deplecao de serotonina (WHITE et al., 1996).

De forma contraria aos niveis de serotonina encontrados apés o uso de
MDMA, BEN causou, de forma aguda, deplecdo dos niveis de serotonina, sendo
esse resultado capaz de corroborar com 0s testes comportamentais, visto que
pesquisadores mostraram que a serotonina exerce, de forma geral (excetuando
ativacdo dos receptores 5-HT2a e 5-HT3), um efeito de modulagao inibitéria sobre a
ALE e exploracéo vertical (BROOKSHIRE; JONES, 2009).

Como descrito anteriormente, o uso repetido de BEN causou déficit
cognitivo. Isto, levou-nos, no presente trabalho, a avaliagcdo dos efeitos do BEN nos
niveis de BDNF em corpo estriado e hipocampo de ratos.

Pertencente a familia das neurotrofinas, BDNF esta diretamente envolvido
no crescimento neuronal e sinaptico. E vital para o desempenho cognitivo a curto
prazo e para as adaptac6es na morfologia do cérebro (por exemplo, plasticidade) a
longo prazo (CIRULLI et al., 2004; HORCH et al., 1999; MU et al., 1999). Dessa
forma, pode-se sugerir que os baixos niveis dessa neurotrofina no hipocampo e
estriado de ratos apdés a administracdo de dose repetida de BEN podem estar
envolvidos no déficit cognitivo causado pelo uso repetido da droga.

Em prol de investigar algum possivel efeito deletério de BEN no SNC,
realizou-se testes de toxicidade in vitro em astrocitos. A escolha de estudar essa
célula glial vem do fato da mesma participar de uma variedade de mecanismos
moleculares (exocitose, transportadores de membrana ou difusdo através de canais)
através da secrecdo de numerosos neurotransmissores, neurohormonios e fatores
tréficos (MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBISIC; VERKHRATSKY,
2011) que regulam a formacdo e manutencdo das transmissdes sinapticas,
sincronizagdo das redes neuronais e de sinais para outras células (micréglia,
oligodentrdcitos, células endoteliais, entre outras) (MAGISTRETTI, 2006; RANSOM,
2012; VERKHRATSKII; BUTT, 2013).

O estudo da toxicidade in vitro iniciou-se com o teste do MTT. Nesse
teste, células viaveis com metabolismo ativo convertem o MTT em um produto de
cor purpura chamado formazan. Quando as células encontram-se em processo de
morte, elas perdem a habilidade de converter o MTT em formazan, sendo, entéo, a
formacdo de cor um marcador Util e conveniente somente para as células viaveis. O

mecanismo celular exato da reducdo do MTT em formazan n&do é bem conhecido,
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mas provavelmente envolve uma reagdo com NADH ou moléculas redutoras
similares que transferem elétrons para MTT (RISS et al., 2013).

Com o objetivo de mensurar a I1Cso foram utilizadas no experimento varias
doses de BEN que partiam de concentracbes muito baixas até concentracdes muito
altas. Os resultados apds o tratamento das células com BEN foram semelhantes
durante a incubacdo com 12h e com 24h e apresentaram ICs50 bem préximas. BEN
reduziu significativamente a viabilidade celular dos astrécitos em todas as doses
estudadas. Baseados nestas informacgdes o proximo passo foi procurar esclarecer o
mecanismo citotoxico de BEN, através da citometria de fluxo com marcadores para
necrose e apoptose para, assim, elucidar o tipo de morte celular ativada pela droga
em estudo.

A citometria de fluxo € uma tecnologia baseada em laser e é usada para
medir as caracteristicas de particulas biologicas. A tecnologia € usada para realizar
medicbes em células inteiras, bem como em preparado de constituintes celulares,
tais como nucleos e organelas. O principio subjacente a citometria de fluxo € que a
luz é dispersada e fluorescéncias sdo emitidas como luz a partir da fonte de
excitacdo que atinge as particulas que se deslocam. A dispersdo de luz e de
fluorescéncia é medida para cada particula individual que passe pela fonte de
excitacdo. Esta tecnologia Unica e poderosa € uma ferramenta importante para
muitas disciplinas cientificas, porque permite a caracterizacdo de células ou
particulas dentro de uma amostra. Citometria de fluxo € particularmente importante
para as investigacdes bioldgicas, pois permite 0 exame qualitativo e quantitativo de
células inteiras e constituintes celulares que tenham sido marcados com uma grande
variedade de reagentes disponiveis comercialmente, tais como corantes e
anticorpos monoclonais (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999).

Nesse teste, foi utilizado a IC50, a IC50/2 e a IC50x2 do periodo de
incubacado de 24h para investigar se a morte celular astrocitaria induzida por BEN
era causada por apoptose ou necrose. BEN induziu morte celular, e esta ocorreu
predominantemente pela via apoptotica. A via necrética também foi ativada, porém
de forma secundaria como conseqiéncia da apoptose.

Os resultados obtidos com BEN causando morte celular
predominantemente pela via apoptética, corrobora com dados da literatura que
descrevem que apoptose é conhecidamente ativada por drogas de abuso como

parte de seus mecanismos citotoxicos. Por exemplo, pode-se citar a neurotoxicidade
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da cocaina que tem sido associada com inducdo de apoptose, assim como ativagao
de caspases (CUNHA-OLIVEIRA et al., 2006; DEY; SNOW, 2007; IMAM et al., 2005;
MITCHELL; SNYDER-KELLER, 2003; OLIVEIRA et al.,, 2003), perda do potencial
mitocondrial e liberacdo do citocromo ¢ no citosol (CUNHA-OLIVEIRA et al., 2006;
IMAM et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2003), dentre outros.

Ja se sabe também que o abuso de alcool ativa a via apoptética, sendo
essa via ligada as suas propriedades antagonistas de receptores NMDA
glutamatérgicos e agonistas GABAa. Outras drogas de abuso, como fenciclidina,
quetamina, benzodiazepinicos e barbitdricos, também ativam a apoptose (OLNEY,
2014).

AplOs esses experimentos que confirmaram a citotoxicidade de BEN
principalmente pela ativacdo da apoptose, resolveu-se investigar qual a principal via
desse mecanismo de morte € ativada pela droga em estudo.

Existem duas principais vias de sinalizacdo apoptoéticas. A via dos
receptores de morte (extrinseca) e a via mediada por mitocéndria (intrinseca). A via
extrinseca € iniciada por receptores de morte expressos nha superficie celular
pertencentes a superfamilia do fator de necrose tumoral. Uma das vias centrais
dessas via de apoptose € iniciada por citocinas como o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), Fas ligante (FasL) e o ligante indutor de apoptose relacionado ao tumor de
necrose tumoral-a (TRAIL). Uma vez que o receptor € ativado, ele se oligomeriza,
recruta proteinas adaptadoras intracelulares e forma complexos, enquanto FADD
(proteina contendo o dominio de morte) é recrutado por sinalizacao de Fas.

Os complexos recrutam um ou mais membros da familia de protease de
morte celular chamadas caspases, classicamente a caspase-8. A caspase-8 ativada
cliva as caspases efetoras, principalmente a caspase-3. A caspase-3, em seguida,
se une a um grande numero de substratos intracelulares que culminard com as
alteracdes morfologicas da apoptose (ELUMALAI et al., 2012; JENDROSSEK et al.,
2013; OUYANG et al., 2012).

A via intrinseca pode ser iniciada por farmacos anti-cancerigenos, retirada
do fator de crescimento, hipoxia ou através da inducdo de oncogenes. Estes
estimulos induzem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e ativa a
via mitocondrial. A via mitocondrial estd envolvida pela liberacdo de fatores
apoptogénicos como citocromo ¢ do espaco intermembranar mitocondrial para o

citosol. Essa libertagcdo de citocromo ¢ para o citosol desencadeia a ativacado da
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caspase-3 através da formacdo do complexo apoptossomo contendo citocromo
c/Apaf-1/caspase-9(ELUMALAI et al., 2012; JENDROSSEK et al., 2013; OUYANG et
al., 2012).

Dessa forma, no presente trabalho, realizou-se marcacdes por
imunofluorescéncia para caspase-8 e para caspase-9 na cultura de células
astrocitarias ap6s a incubacdo com BEN para investigar as vias extrinseca e
intrinseca, respectivamente. Os resultados mostraram que a via pela qual BEN ativa
a apoptose é a extrinseca.

Muitas drogas de abuso séo conhecidas por induzirem a morte celular
programada. Chen e colaboradores verificaram que a metanfetamina, em cultura de
neurénios PC12, ativa a via intrinseca da apoptose e aumenta os niveis do fator de
transcricdo p53, fator essa ativado principalmente em consequéncia a danos ao
DNA (CHEN et al., 2016). Outras pesquisas mostram que a cocaina induz apoptose
em cultura priméaria de neurénios estriatais e do mesencéfalo (LEPSCH; PLANETA,;
SCAVONE, 2015) e em cultura de neurbnios PC12, possivelmente pela via
extrinseca (LEPSCH et al., 2009), assim com BEN. Bai e colaboradores verificaram
que a cetamina ativa a via intrinseca da apoptose em cultura de células
embrionarias humanas (BAI et al., 2013).

Em seguida, foi realizada a imunofluorescéncia para NFkB porgéo p65.
NFkB é um fator de transcricdo composto por cinco membros (p50, p52, p65/RelA, c-
Rel e Rel B) que pode se combinar de diversas formas e formar dimeros
transcripcionais ativos, sendo o dimero p50-p65 0 mais comum dentre as diversas
combinacdes possiveis (KUO et al., 2012). Esse fator de transcricdo é ativado em
resposta ao estresse celular (estimulos proé-inflamatérios) que esta envolvido na
regulacdo da apoptose.

Dependendo do tipo celular e do agente apoptético, NFkB pode mediar ou
prevenir a apoptose (HOFFMANN; BALTIMORE, 2006; MATTSON; MEFFERT,
2006; MUNHOZ et al., 2006). Esse fator de transcricdo pode ser encontrado em uma
grande variedade de tipos celulares, incluindo neurbnios e microglia
(KALTSCHMIDT et al., 1994). NFkB, membro comprometido da familia de proteinas
Rel/NFkB, forma homo ou heterodimeros através da combinacdo das subunidades
p65 (ou RelA), p50, p52, cRel ou RelB. E constitutivamente expresso no citoplasma,
onde é ligado ao IkB, uma proteina que mascara o sinal de localizagéo nuclear de
NFkB retendo-o no citoplasma (GHOSH; MAY; KOPP, 1998).
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Indutores de NFkB agem através de cascatas de sinalizacao intracelular
que ativam as cinases IkB (IKKs), as quais fosforilam duas serinas N-terminais
especificas de |kBa resultando na poliubiquitinagdo de |kBa e degradacéo no
proteassoma 26S (GHOSH et al, 2002). Quando IkBa é degradado, NFkB
(principalmente a por¢do p65) migra para o nucleo e modula a transcricdo de genes
alvo envolvidos na morte celular. A fosforilagdo da serina na posi¢éo 536 da porcao
p65 de NFkB torna essa mesma porcao ativa e responsavel pela transcricao génica.

Uma das principais formas de ativar NFKB € pela ativacdo da enzima
caspase-8 (CHAUDHARY et al., 2000; LEMMERS et al., 2007; SHIKAMA; YAMADA;
MIYASHITA, 2003). Por causa disso, para confirmar a ativagdo da via extrinseca da
apoptose por BEN, realizou-se a marcacdo das células astrocitarias por
imunofluorescéncia para NFkB p65 fosforilado, ou seja, ativado.

O presente trabalho mostrou que a incubacdo das células com BEN
aumentou a expressdo de NFkB p65 fosforilado, reforcando a hipétese de que esta
droga causa citotoxicidade por meio da ativacdo da via extrinseca da apoptose.
Dados da literatura mostram que a administracdo crbnica de cocaina também
induziu a ativacdo de NFkB no nucleo acumbens de camundongos (ANG et al.,
2001), em células endoteliais de cérebro humano (LEE et al., 2001) e em células
PC12 (IMAM et al., 2005).

Desta forma os resultados confirmam efeitos centrais nos testes
comportamentais do anti-inflamatério benzidamina e potencial efeito citotoxico estes

comuns em drogas de abuso, ja descritos na literatura.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, esse trabalho avaliou os efeitos centrais da Benzidamina

através de experimentos comportamentais e dosagem de monoaminas e BDNF.

Além disso, verificou-se seu potencial citotoxico em cultura de astrécitos corticais.

Os achados foram:

>

1.

Testes comportamentais:

Aumentou a atividade locomotora em ambos o0s periodos de
tratamento;

Aumentou rearing no tratamento agudo e diminuiu no tratamento de
dose repetida;

Diminuiu a inibicdo pré-pulso em ambos os periodos de tratamento;

4. Causou déficit cognitivo no labirinto em Y e reconhecimento de objetos

>

em ambos os periodos de tratamento;

Causou isolamento social no teste de interacdo social em ambos o0s
periodos de tratamento;

N&o alterou a atividade motora no teste do rota rod em ambos o0s

periodos de tratamento;

Testes neuroquimicos:

1.Dopamina:

1.1 Agudo:

e Diminuiu os niveis de dopamina;

e Na&o alterou os niveis de DOPAC;

e Aumentou os niveis de HVA;

e Aumentou a taxa de renovagao nas doses de 100 e 200mg/kg.
1.2 Dose repetida:

¢ Nao alterou os niveis de dopamina;

e Aumentou os niveis de DOPAC,;

e Aumentou os niveis de HVA;

e Aumentou a taxa de renovacgao nas doses de 50 e 100 mg/kg.

2.Serotonina:
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2.1 Agudo:
e Diminuiu os niveis de serotonina;
e Diminuiu os niveis de 5-HIAA;
e Na&o alterou a taxa de renovacéo.

2.2 Dose repetida:
e Aumentou os niveis de serotonina;
e Aumentou os niveis de 5-HIAA;
e Na&o alterou a taxa de renovacéo.

3. BDNF:
e Diminuiu os niveis de BDNF tanto em corpo estriado como em

hipocampo.

» Testes in vitro:

1. MTT

e Houve uma reducéo da viabilidade celular;

2. Citometria de fluxo

e A citometria mostrou que a citotoxicidade de BEN é causada
devido a ativacdo da via apoptética;

3. Imunofluorescencia

e Houve um aumento na expressdo de caspase-8 e NFkB p65,
mostrando ativacao da via extrinseca da apoptose;

e Nao houve alteracdo na expressédo de caspase-9.
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8 CONCLUSAO

O cloridrato de Benzidamina (BEN), anti-inflamatorio, usado abusivamente por
seus efeitos estimulantes,assim como outras drogas de abuso,apresenta efeitos
deletérios no Sistema Nervoso Central (SNC) vistos através dos testes
comportamentais e estes efeitos estdo relacionados a de altera¢cdes nos niveis de
monoaminas e BDNF. BEN apresenta potencial efeito citotéxico relacionado a

ativacdo da via extrinseca da apoptose.



REFERENCIAS




119

REFERENCIAS

ABEL, E. L. Marihuana: The First Twelve Thousand Years. Journal of Psychoactive Drugs, v. 13, n. 4, p.
397-398, jul. 1981.

ACAR, Y. A. et al. Case Report Acute Psychotic Symptoms due to Benzydamine Hydrochloride Abuse
with Alcohol. Case Reports in Psychiatry, v. 2014, p. 2-4, 2014.

AHMED, S. H. Validation crisis in animal models of drug addiction: Beyond non-disordered drug use
toward drug addiction. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v. 35, n. 2, p. 172-184, 2010.

ALEX, K. D.; PEHEK, E. A. Pharmacologic mechanisms of serotonergic regulation of dopamine
neurotransmission. Pharmacology & therapeutics, v. 113, n. 2, p. 296-320, fev. 2007.

ALEXANDER, G. E.; DELONG, M. R.; STRICK, P. L. Parallel organization of functionally segregated
circuits linking basal ganglia and cortex. Annual review of neuroscience, v. 9, p. 357-81, 1986.

ANDEN, N. E. et al. DEMONSTRATION AND MAPPING OUT OF NIGRO-NEOSTRIATAL DOPAMINE
NEURONS. Life sciences, v. 3, p. 523-30, jun. 1964.

ANG, E. et al. Induction of nuclear factor-kappaB in nucleus accumbens by chronic cocaine
administration. Journal of neurochemistry, v. 79, n. 1, p. 221-4, out. 2001.

APERIA, A. C. Intrarenal dopamine: a key signal in the interactive regulation of sodium metabolism.
Annual review of physiology, v. 62, p. 621-47, 2000.

ARCHER, J. Tests for emotionality in rats and mice: a review. Anim Behav, v. 21, n. 2, p. 205-235,
1973.

ARMSTRONG, V. et al. Repeated amphetamine treatment causes a persistent elevation of glial
fibrillary acidic protein in the caudate—putamenEuropean Journal of Pharmacology. [s.l: s.n.].

ARON, J. L.; PAULUS, M. P. Location, location: using functional magnetic resonance imaging to
pinpoint brain differences relevant to stimulant use. Addiction, v. 102, n. s1, p. 33—43, abr. 2007.

BADDELEY, A. Working Memory. Science, v. 255, p. 556-559, 1992.

BAI, X. et al. Ketamine Enhances Human Neural Stem Cell Proliferation and Induces Neuronal
Apoptosis Via Reactive Oxygen Species- Mediated Mitochondrial Pathway. Anesthesia & Analgesia,
v. 116, n. 4, p. 869-880, 2013.

BALABAN, O. et al. Benzydamine Abuse As a Hallucinogen: Case Report. Bulletin of Clinical
Psychopharmacology, v. 23, n. 3, p. 276-9, 2013.

BALLESTEROS, S.; RAMON, M. F.; MARTINEZ-ARRIETA, R. Ingestions of benzydamine-containing
vaginal preparations. Clinical toxicology (Philadelphia, Pa.), v. 47, n. 2, p. 145-9, fev. 2009.

BARRETT, S. P. et al. The hedonic response to cigarette smoking is proportional to dopamine release
in the human striatum as measured by positron emission tomography and [11C]raclopride. Synapse
(New York, N.Y.), v. 54, n. 2, p. 65—71, nov. 2004.

BECKER, A.; GRECKSCH, G. Ketamine-induced changes in rat behaviour: a possible animal model of
schizophrenia. Test of predictive validity. Progress in neuro-psychopharmacology & biological
psychiatry, v. 28, n. 8, p. 1267-77, dez. 2004.

BERT, B. et al. Learning and memory in 5-HT(1A)-receptor mutant mice. Behavioural brain research,
v. 195, n. 1, p. 78-85, 16 dez. 2008.

BOILEAU, I. et al. Alcohol promotes dopamine release in the human nucleus accumbens. Synapse
(New York, N.Y.), v. 49, n. 4, p. 226-31, 15 set. 2003.



120

BOSSONG, M. G. et al. Delta 9-tetrahydrocannabinol induces dopamine release in the human
striatum. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, v. 34, n. 3, p. 759-66, fev. 2009.

BOWERS, M. S.; KALIVAS, P. W. Forebrain astroglial plasticity is induced following withdrawal from
repeated cocaine administration. European Journal of Neuroscience, v. 17, n. 6, p. 1273-1278, mar.
2003.

BRAFF, D. et al. Prestimulus Effects on Human Startle Reflex in Normals and Schizophrenics.
Psychophysiology, v. 15, n. 4, p. 339-343, jul. 1978.

BROOKSHIRE, B. R.; JONES, S. R. Direct and Indirect 5-HT receptor agonists produce gender- specific
effects on locomotor and vertical activity in C57 BL/6J mice. Pharmacol Biochem Behav, v. 94, n. 1, p.
194-203, 2009.

BROSDA, J. et al. Pharmacological and parametrical investigation of prepulse inhibition of startle and
prepulse elicited reactions in Wistar rats. Pharmacology Biochemistry and Behavior, v. 99, n. 1, p.
22-28, 2011.

BRUINS SLOT, L. A.; KLEVEN, M. S.; NEWMAN-TANCREDI, A. Effects of novel antipsychotics with
mixed D(2) antagonist/5-HT(1A) agonist properties on PCP-induced social interaction deficits in the
rat. Neuropharmacology, v. 49, n. 7, p. 996-1006, dez. 2005.

BURDA, J. E.; SOFRONIEW, M. V. Reactive Gliosis and the Multicellular Response to CNS Damage and
Disease. Neuron, v. 81, n. 2, p. 229-248, 2014.

BUTT, A. M.; KALSI, A. Inwardly rectifying potassium channels (Kir) in central nervous system glia: a
special role for Kird.1 in glial functions. Journal of cellular and molecular medicine, v. 10, n. 1, p. 33—
44, 2006.

BUTTNER, A.; WEIS, S. Neuropathological Alterations in Drug Abusers: The Involvement of Neurons,
Glial, and Vascular Systems. Forensic Science, Medicine and Pathology, v. 2, n. 2, p. 115-126, 2006.

CAMMAROTA, M. et al. Relationship between short- and long-term memory and short- and long-
term extinction. Neurobiology of Learning and Memory, v. 84, n. 1, p. 25—-32, 2005.

CARLSSON, A. et al. Interactions between monoamines, glutamate, and GABA in schizophrenia: new
evidence. Annual review of pharmacology and toxicology, v. 41, p. 237-60, 2001.

CARLSSON, A.; LINDQVIST, M.; MAGNUSSON, T. 3,4-Dihydroxyphenylalanine and 5-
Hydroxytryptophan as Reserpine Antagonists. Nature, v. 180, n. 4596, p. 1200—-1200, 30 nov. 1957.

CASSIMIRO, R. M. A. A IMPORTANCIA DA PREVENGAO NA LUTA CONTRA AS DROGAS. [s.1.]
ACADEMIA NACIONAL DE POLICIA, 2009.

CASTON, J.; JONES, N.; STELZ, T. Role of Preoperative and Postoperative Sensorimotor Training on
Restoration of the Equilibrium Behavior in Adult Mice Following Cerebellectomy. Neurobiology of
Learning and Memory, v. 64, n. 3, p. 195-202, 1995.

CENTER FOR BEHAVIORAL HEALTH STATISTICS, S. Results from the 2010 National Survey on Drug
Use and Health: Summary of National Findings. Rockville: 2010

CHAKRAVARTHY, B.; SHAH, S.; LOTFIPOUR, S. Adolescent drug abuse - awareness &amp; prevention.
The Indian journal of medical research, v. 137, n. 6, p. 1021-3, jun. 2013.

CHAUDHARY, P. M. et al. Activation of the NF-kappaB pathway by caspase 8 and its homologs.
Oncogene, v. 19, n. 39, p. 4451-60, 14 set. 2000.

CHEN, C. et al. Role of PUMA in methamphetamine-induced neuronal apoptosis. Toxicology Letters,
v. 240, n. 1, p. 149-160, 2016.

CHEN, C.-Y.; ANTHONY, J. C. Epidemiological estimates of risk in the process of becoming dependent
upon cocaine: cocaine hydrochloride powder versus crack cocaine. Psychopharmacology, v. 172, n.



121

1, p. 78-86, fev. 2004.

CHOLERIS, E. et al. Differential Effects of Dopamine Receptor D1-Type and D2-Type Antagonists and
Phase of the Estrous Cycle on Social Learning of Food Preferences, Feeding, and Social Interactions in
Mice. Neuropsychopharmacology, v. 3650, n. 10, p. 1689-1702, 2011.

CHOW, T. W.; POLLOCK, B. G.; MILGRAM, N. W. Potential cognitive enhancing and disease
modification effects of SSRIs for Alzheimer’s disease. Neuropsychiatric disease and treatment, v. 3,
n. 5, p. 627-36, 2007.

CIRULLI, F. et al. Intrahippocampal administration of BDNF in adult rats affects short-term behavioral
plasticity in the Morris water maze and performance in the elevated plus-maze. Hippocampus, v. 14,
n. 7, p. 802-7, 2004.

CLEMENS, K. J. et al. MDMA (&quot;ecstasy&quot;), methamphetamine and their combination: long-
term changes in social interaction and neurochemistry in the rat. Psychopharmacology, v. 173, n. 3-
4, p. 318-25, maio 2004.

COSTALL, B.; NAYLOR, R. J. Extrapyramidal and mesolimbic involvement with the stereotypic activity
of D- and L-amphetamine. European Journal of Pharmacology, v. 25, n. 2, p. 121-129, fev. 1974.

CRUZ, A. S. et al. Culturas celulares na deteccdo da toxicidade de materiais médico-hospitalares e
outros que entram em contato com o ser humano. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 47, n. 1/2, p. 51-7, 1987.

CULLEN, K. M.; HALLIDAY, G. M. Chronic alcoholics have substantial glial pathology in the forebrain
and diencephalon. Alcohol and alcoholism (Oxford, Oxfordshire). Supplement, v. 2, p. 253—7, 1994.

CUNHA-OLIVEIRA, T. et al. Mitochondrial dysfunction and caspase activation in rat cortical neurons
treated with cocaine or amphetamine. Brain Research, v. 1089, n. 1, p. 44-54, 2006.

DAHLSTROEM, A.; FUXE, K. EVIDENCE FOR THE EXISTENCE OF MONOAMINE-CONTAINING NEURONS
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM. |. DEMONSTRATION OF MONOAMINES IN THE CELL BODIES OF
BRAIN STEM NEURONS. Acta physiologica Scandinavica. Supplementum, p. SUPPL 232:1-55, 1964.

DALL'IGNA, O. P. et al. Caffeine and adenosine A(2a) receptor antagonists prevent beta-amyloid (25-
35)-induced cognitive deficits in mice. Experimental neurology, v. 203, n. 1, p. 241-5, jan. 2007.

DAYAN, P.; HUYS, Q. J. M. Serotonin in affective control. Annual review of neuroscience, v. 32, p. 95—
126, 2009.

DEGENHARDT, L. et al. Extent of illicit drug use and dependence, and their contribution to the global
burden of disease. Lancet (London, England), v. 379, n. 9810, p. 55-70, 7 jan. 2012.

DEGTEREV, A.; YUAN, J. Expansion and evolution of cell death programmes. Nature reviews.
Molecular cell biology, v. 9, n. 5, p. 378-90, maio 2008.

DEY, S.; SNOW, D. M. Cocaine exposure in vitro induces apoptosis in fetal locus coeruleus neurons
through TNF-alpha-mediated induction of Bax and phosphorylated c-Jun NH(2)-terminal kinase.
Journal of neurochemistry, v. 103, n. 2, p. 542-56, out. 2007.

DI CHIARA, G.; BASSAREO, V. Reward system and addiction: what dopamine does and doesn’t do.
Current Opinion in Pharmacology, v. 7, n. 1, p. 69-76, 2007.

DI CHIARA, G.; IMPERATO, A. Drugs abused by humans preferentially increase synaptic dopamine
concentrations in the mesolimbic system of freely moving rats. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v. 85, n. 14, p. 5274-8, jul. 1988.

DO, M. et al. A case of benzydamine HCL intoxication. Eastern Journal of Medicine, v. 11, n. 1-2, p.
26-28, 2006.

DOKSAT, M. K. Reversible Worsening of Psychosis Due to Benzydamine in a Schizoaffective Young Girl
Who is Already under Treatment with Antipsychotics. Bulletin of Clinical Psychopharmacology, v. 19,
n. 3, p. 279-284, 2009.



122

DREVETS, W. C. et al. Subgenual prefrontal cortex abnormalities in mood disorders. Nature, v. 386, n.
6627, p. 824-7, 24 abr. 1997.

DREVETS, W. C. et al. Amphetamine-induced dopamine release in human ventral striatum correlates
with euphoria. Biological Psychiatry, v. 49, n. 2, p. 81-96, jan. 2001.

DUNHAM, N. W.; MIYA, T. S. A note on a simple apparatus for detecting neurological deficit in rats
and mice. Journal of the American Pharmaceutical Association. American Pharmaceutical
Association, v. 46, n. 3, p. 208-9, mar. 1957.

DUPREZ, L. et al. Major cell death pathways at a glance. Microbes and Infection, v. 11, n. 13, p.
1050-1062, 2009.

EAGLE, D. M.; BARI, A.; ROBBINS, T. W. The neuropsychopharmacology of action inhibition: cross-
species translation of the stop-signal and go/no-go tasks. Psychopharmacology, v. 199, n. 3, p. 439—
56, ago. 2008.

EISENBERG, T. et al. Necrosis in yeast. Apoptosis : an international journal on programmed cell
death, v. 15, n. 3, p. 257-68, mar. 2010.

ELLENBROEK, B. A.; COOLS, A. R. Animal models for the negative symptoms of schizophrenia.
Behavioural pharmacology, v. 11, n. 3-4, p. 223-33, jun. 2000.

ELLINWOOD, E. H. Neuropharmacology of amphetamines and related stimulants. In: Amphetamines
and related stimulants: chemical, biological, clinical and sociological aspects. [s.l.] CRC Press, 1980.
p. 69-84.

ELUMALAI, P. et al. Induction of apoptosis in human breast cancer cells by nimbolide through
extrinsic and intrinsic pathway. Toxicology Letters, v. 215, n. 2, p. 131-142, 2012.

EMCDDA, E. M. C. FOR D. AND D. A. ANNUAL REPORT 2012: THE STATE OF THE DRUGS PROBLEM IN
EUROPE. Luxemburgo: 2012

ENNACEUR, A.; DELACOUR, J. A new one-trial test for neurobiological studies of memory in rats. 1:
Behavioral data. Behavioural brain research, v. 31, n. 1, p. 47-59, 1 nov. 1988.

ERSCHE, K. D. et al. Profile of executive and memory function associated with amphetamine and
opiate dependence. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, v. 31, n. 5, p. 1036—47, maio 2006.

ETTENBERG, A. The runway model of drug self-administration. Pharmacology, biochemistry, and
behavior, v. 91, n. 3, p. 271-7, jan. 2009.

FATTORE, L. et al. Astroglial in vivo response to cocaine in mouse dentate gyrus: a quantitative and
qualitative analysis by confocal microscopyNeuroscience. [s.l: s.n.].

FERTIG, A.; DE SOUZA, L. M.; SCHNEIDER, J. F. O COTIDIANO DE FAMILIARES DE USUARIOS DE CRACK:
UMA ANALISE REFLEXIVA. Revista de Enfermagem, v. 7, p. 5726-32, 2013.

FILE, S. E.; HYDE, J. R. Can social interaction be used to measure anxiety? British journal of
pharmacology, v. 62, n. 1, p. 19-24, jan. 1978a.

FILE, S. E.; HYDE, J. R. Can social interaction be used to measure anxiety? British journal of
pharmacology, v. 62, n. 1, p. 19-24, jan. 1978b.

FILE, S. E.; SETH, P. A review of 25 years of the social interaction test. European Journal of
Pharmacology, v. 463, n. 1, p. 35-53, 2003.

FILOSA, J. A. et al. Beyond neurovascular coupling, role of astrocytes in the regulation of vascular
tone. Neuroscience, v. 323, p. 96-109, 2016.

FINK, K. B.; GOTHERT, M. 5-HT receptor regulation of neurotransmitter release. Pharmacological
reviews, v. 59, n. 4, p. 360-417, dez. 2007.



123

FLORIN, S. et al. Nociceptin stimulates locomotion and exploratory behaviour in mice. European
Journal of Pharmacology, v. 317, n. 1, p. 9-13, dez. 1996.

FRANKE, H. Influence of chronic alcohol treatment on the GFAP-immunoreactivity in astrocytes of the
hippocampus in rats. Acta histochemica, v. 97, n. 3, p. 263-71, jul. 1995.

FRESHNEY, R. I. Culture of animal cells : a manual of basic technique. [s.l.] Wiley, 2000.

FRIEND, D. M.; KEEFE, K. A. Glial reactivity in resistance to methamphetamine-induced neurotoxicity.
Journal of Neurochemistry, v. 125, n. 4, p. 566-574, maio 2013.

FRIES, G. R. et al. Early apoptosis in peripheral blood mononuclear cells from patients with bipolar
disorderJournal of Affective Disorders. [s.l: s.n.].

FUENTES-PRIOR, P.; SALVESEN, G. S. The protein structures that shape caspase activity, specificity,
activation and inhibition. The Biochemical journal, v. 384, n. Pt 2, p. 201—-32, 1 dez. 2004.

FULDA, S. et al. Cellular stress responses: cell survival and cell death. International journal of cell
biology, v. 2010, p. 214074, 2010.

GANGADHAR, N. M.; STOCKWELL, B. R. Chemical genetic approaches to probing cell death. Current
opinion in chemical biology, v. 11, n. 1, p. 83-7, fev. 2007.

GEYER, M. A. Serotonergic functions in arousal and motor activity. Behavioural brain research, v. 73,
n. 1-2, p. 31-5, 1996.

GEYER, M. A. et al. Pharmacological studies of prepulse inhibition models of sensorimotor gating
deficits in schizophrenia: a decade in review. Psychopharmacology, v. 156, n. 2-3, p. 117-54, jul.
2001.

GEYER, M. A.; VOLLENWEIDER, F. X. Serotonin research: contributions to understanding psychoses.
Trends in Pharmacological Sciences, v. 29, n. 9, p. 445-453, 2008.

GHOSH, S. et al. Missing Pieces in the NF-kB Puzzle. Cell, v. 109, n. 2, p. S81-596, abr. 2002.

GHOSH, S.; MAY, M. J.; KOPP, E. B. NF-kappa B and Rel proteins: evolutionarily conserved mediators
of immune responses. Annual review of immunology, v. 16, p. 225-60, 1998.

GOMEZ-LOPEZ, L. et al. Acute overdose due to benzydamine. Human & experimental toxicology, v.
18, n. 7, p. 471-3, jul. 1999.

GONZALEZ-MAESO, J. et al. Psychedelics and schizophrenia. Trends in neurosciences, v. 32, n. 4, p.
225-32, abr. 2009.

GRAHAM, F. K. Presidential Address, 1974. The more or less startling effects of weak prestimulation.
Psychophysiology, v. 12, n. 3, p. 238-48, maio 1975.

GRAYBIEL, A. M. The basal ganglia and cognitive pattern generators. Schizophrenia bulletin, v. 23, n.
3, p. 459-69, 1997.

GREENWOOD, T. A. et al. Initial Heritability Analyses of Endophenotypic Measures for Schizophrenia.
Archives of General Psychiatry, v. 64, n. 11, p. 1242, 1 nov. 2007.

GUESS, W. L. et al. Agar Diffusion Method for Toxicity Screening of Plastics on Cultured Cell
Monolayers. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 54, n. 10, p. 1545-1547, out. 1965.

GUILARTE, T. . et al. Methamphetamine-induced deficits of brain monoaminergic neuronal markers:
distal axotomy or neuronal plasticity. Neuroscience, v. 122, n. 2, p. 499-513, 2003.

GURU, M. et al. Psychotic Disorder Related to Benzydamine Hydrochloride Abuse : A Case Report.
Bulletin of Clinical Psychopharmacology, v. 22, n. 1, p. 51, 2012.

HAGEN, E. H. et al. Ecology and neurobiology of toxin avoidance and the paradox of drug reward.
Neuroscience, v. 160, p. 69-84, 2009.



124

HALL, J.; THOMAS, K. L.; EVERITT, B. J. Rapid and selective induction of BDNF expression in the
hippocampus during contextual learning. Nature neuroscience, v. 3, n. 6, p. 533-5, jun. 2000.

HALLMAN, H.; JONSSON, G. Monoamine neurotransmitter metabolism in microencephalic rat brain
after prenatal methylazoxymethanol treatment. Brain research bulletin, v. 13, n. 3, p. 383-9, set.
1984.

HANNON, J.; HOYER, D. Molecular biology of 5-HT receptors. Behavioural Brain Research, v. 195, n.
1, p. 198-213, 2008.

HAZELL, A. S. Astrocytes are a major target in thiamine deficiency and Wernicke’s encephalopathy.
Neurochemistry International, v. 55, n. 1, p. 129-135, 2009.

HENRIQUEZ, M. et al. Cell death by necrosis, a regulated way to go. Current molecular medicine, v. 8,
n. 3, p. 187-206, maio 2008.

HERVE, D. et al. Serotonin axon terminals in the ventral tegmental area of the rat: fine structure and
synaptic input to dopaminergic neurons. Brain research, v. 435, n. 1-2, p. 71-83, 1 dez. 1987.

HITOMI, J. et al. Identification of a molecular signaling network that regulates a cellular necrotic cell
death pathway. Cell, v. 135, n. 7, p. 1311-23, 26 dez. 2008.

HOFFMAN, H. S.; ISON, J. R. Reflex modification in the domain of startle: I. Some empirical findings
and their implications for how the nervous system processes sensory input. Psychological Review, v.
87,n.2,p.175-189, 1980a.

HOFFMAN, H. S.; ISON, J. R. Reflex modification in the domain of startle: I. Some empirical findings
and their implications for how the nervous system processes sensory input. Psychological review, v.
87,n.2,p.175-89, mar. 1980b.

HOFFMANN, A.; BALTIMORE, D. Circuitry of nuclear factor kappaB signaling. Immunological reviews,
v. 210, p. 171-86, abr. 2006.

HORCH, H. W. et al. Destabilization of cortical dendrites and spines by BDNF. Neuron, v. 23, n. 2, p.
353-64, jun. 1999.

HOTCHKISS, R. S. et al. Cell death. The New England journal of medicine, v. 361, n. 16, p. 1570-83,
15 out. 2009.

HYMAN, S. E.; MALENKA, R. C.; NESTLER, E. J. Neural mechanisms of addiction: the role of reward-
related learning and memory. Annual review of neuroscience, v. 29, p. 565-98, 2006.

IMAM, S. Z. et al. Cocaine induces a differential dose-dependent alteration in the expression profile
of immediate early genes, transcription factors, and caspases in PC12 cells: a possible mechanism of
neurotoxic damage in cocaine addiction. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1053, p.
482-90, ago. 2005.

IVERSEN, S. D. Neural substrates mediating amphetamine responses. In: ELLINWOOD, E. H.; KILBEY,
M. (Eds.). . Cocaine and other stimulants. New York: Plenum Press, 1975. p. 31-45.

IVERSEN, S. D. et al. Dopamine: 50 years in perspective. Trends in neurosciences, v. 30, n. 5, p. 188—
93, maio 2007.

JACOBS, B. L.; AZMITIA, E. C. Structure and function of the brain serotonin system. Physiological
reviews, v. 72, n. 1, p. 165-229, jan. 1992.

JANG, H.-S.; KIM, J.-Y. Comparative Analysis of Acute Toxic Poisoning in 2003 and 2011: Analysis of 3
Academic Hospitals Sung-Hyuk Choi, Young-Hoon Yoon, Sung-Woo Moon, Yun-Sik Hong, and Sung-
Woo Lee. @BULLET J Korean Med Sci, v. 28, p. 1424-1430, 2013.

JAROSZESKI, M. J.; RADCLIFF, G. Fundamentals of flow cytometry. Molecular biotechnology, v. 11, n.
1, p. 37-53, fev. 1999.

JENDROSSEK, V. et al. Targeting apoptosis pathways by Celecoxib in cancer. Cancer letters, v. 332, n.



125

2, p. 313-24, 28 maio 2013.

JENTSCH, J. D.; TAYLOR, J. R. Impulsivity resulting from frontostriatal dysfunction in drug abuse:
implications for the control of behavior by reward-related stimuli. Psychopharmacology, v. 146, n. 4,
p. 373-90, out. 1999.

KALTSCHMIDT, C. et al. Constitutive NF-kappa B activity in neurons. Molecular and cellular biology,
v. 14, n. 6, p. 3981-92, jun. 1994.

KALUEFF, A. V. et al. Conserved role for the serotonin transporter gene in rat and mouse
neurobehavioral endophenotypes. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v. 34, n. 3, p. 373-386,
2010.

KANTAK, K. M. et al. Influence of cocaine self-administration on learning related to prefrontal cortex
or hippocampus functioning in rats. Psychopharmacology, v. 181, n. 2, p. 227-36, set. 2005.

KIRBY, L. G.; ZEEB, F. D.; WINSTANLEY, C. A. Contributions of serotonin in addiction vulnerability.
Neuropharmacology, v. 61, n. 3, p. 421-432, 2011.

KLAUS GRAWE RUTH DONATI FRIEDERIKE BERNAUER, VON. Psychotherapie im Wandel Von der
Konfession zur Profession. Seattle: [s.n.].

KOOB, G. F.; VOLKOW, N. D. Neurocircuitry of addiction. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, v. 35, n. 1, p. 217-38, jan. 2010.

KOPPEL, C.; TENCZER, J. Metabolism of benzydamine. Arzneimittel-Forschung, v. 35, n. 3, p. 634-5,
jan. 1985.

KUO, D.-Y. et al. NF-kB knockdown can modulate amphetamine-mediated feeding response.
Neuropharmacology, v. 62, n. 4, p. 1684-1694, 2012.

LABBE, K.; SALEH, M. Cell death in the host response to infection. Cell death and differentiation, v.
15, n. 9, p. 1339-49, set. 2008.

LACASSE, E. C. et al. IAP-targeted therapies for cancer. Oncogene, v. 27, n. 48, p. 6252-75, 20 out.
2008.

LALONDE, R.; BENSOULA, A. N.; FILALI, M. Rotorod sensorimotor learning in cerebellar mutant
miceNeuroscience Research. [s.|: s.n.].

LARUELLE, M. et al. SPECT imaging of striatal dopamine release after amphetamine challenge.
Journal of nuclear medicine : official publication, Society of Nuclear Medicine, v. 36, n. 7, p. 1182—
90, jul. 1995.

LE MOAL, M.; SIMON, H. Mesocorticolimbic dopaminergic network: functional and regulatory roles.
Physiological reviews, v. 71, n. 1, p. 155-234, jan. 1991.

LEE, Y. W. et al. Methamphetamine induces AP-1 and NF-kappaB binding and transactivation in
human brain endothelial cells. Journal of neuroscience research, v. 66, n. 4, p. 583-91, 15 nov. 2001.

LEICHSENRING, F.; RABUNG, S.; LEIBING, E. The efficacy of short-term psychodynamic psychotherapy
in specific psychiatric disorders: a meta-analysis. Archives of general psychiatry, v. 61, n. 12, p.
1208-16, dez. 2004.

LEMMERS, B. et al. Essential role for caspase-8 in Toll-like receptors and NFkappaB signaling. The
Journal of biological chemistry, v. 282, n. 10, p. 7416-23, 9 mar. 2007.

LEPSCH, L. B. et al. Cocaine induces cell death and activates the transcription nuclear factor kappa-b
in pc12 cells. Molecular Brain, v. 2, n. 3, 2009.

LEPSCH, L. B.; PLANETA, C. S.; SCAVONE, C. Cocaine Causes Apoptotic Death in Rat Mesencephalon
and Striatum Primary Cultures. BioMed Research International, v. 2015, p. 1-7, 2015.

LERA, G. et al. Insight among psychotic patients with auditory hallucinations. Journal of Clinical



126

Psychology, v. 67, n. 7, p. 701-708, jul. 2011.

LEVIN, R. et al. Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) present deficits in prepulse inhibition of
startle specifically reverted by clozapine. Progress in neuro-psychopharmacology & biological
psychiatry, v. 35, n. 7, p. 1748-52, ago. 2011.

LIU, X.; CHEN, H.; PATEL, D. J. Solution structure of actinomycin-DNA complexes: Drug intercalation at
isolated G-C sites. Journal of Biomolecular NMR, v. 1, n. 4, p. 323—-347, nov. 1991.

LU, Y.; CHRISTIAN, K.; LU, B. BDNF: a key regulator for protein synthesis-dependent LTP and long-
term memory? Neurobiology of learning and memory, v. 89, n. 3, p. 312-23, mar. 2008.

LYGRE, H. et al. Biologic testing of leachable aromatic compounds from denture base materials. Acta
odontologica Scandinavica, v. 53, n. 6, p. 397-401, dez. 1995.

MACHADO, A.; HAERTEL, L. M. Formagao Reticular: Sistemas Modulatérios de Projecao Difusa. In:
Neuroanatomia Funcional. 3 ed ed. S3o Paulo: Atheneu, 2014. p. 198-203.

MACIEL, C. F.; LIMA, M. H. A.; SOUSA, J. A. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS ANSIOLITICOS
DIAZEPAM E BUSPIRONA EM Mus muscullus/ COMPARATIVE STUDY BETWEEN ANXIOLYTICS
DIAZEPAM AND BUSPIRONA IN Mus muscullus. Saude em Foco, v. 2, n. 2, p. 49-61, 2015.

MACVICAR, B. A.; NEWMAN, E. A. Astrocyte Regulation of Blood Flow in the Brain. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, v. 7, n. 5, p. a020388, maio 2015.

MAGISTRETTI, P. J. Neuron-glia metabolic coupling and plasticity. The Journal of experimental
biology, v. 209, n. Pt 12, p. 2304-11, jun. 2006.

MALARKEY, E. B.; PARPURA, V. Mechanisms of glutamate release from astrocytes. Neurochemistry
international, v. 52, n. 1-2, p. 142-54, jan. 2008.

MANDUCA, A. et al. Social play behavior, ultrasonic vocalizations and their modulation by morphine
and amphetamine in Wistar and Sprague-Dawley rats. Psychopharmacology, v. 231, n. 8, p. 1661-73,
abr. 2014.

MARIN-LEON, L. et al. Percepgdo dos problemas da comunidade: influéncia de fatores sécio-
demograficos e de saude mental. v. 23, n. 5, p. 1089-1097, 2007.

MARTIN, R. et al. Circuit-specific signaling in astrocyte-neuron networks in basal ganglia pathways.
Science (New York, N.Y.), v. 349, n. 6249, p. 7304, 14 ago. 2015.

MATTSON, M. P.; MEFFERT, M. K. Roles for NF-kappaB in nerve cell survival, plasticity, and disease.
Cell death and differentiation, v. 13, n. 5, p. 852—60, maio 2006.

MENDELSOHN, D.; RIEDEL, W. J.; SAMBETH, A. Effects of acute tryptophan depletion on memory,
attention and executive functions: A systematic review. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v.
33, n.6, p. 926-952, 2009.

MENESES, A. 5-HT system and cognition. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v. 23, n. 8, p.
1111-1125, 1999.

MICZEK, K. A.; TIDEY, J. W. Amphetamines: aggressive and social behavior. NIDA research
monograph, v. 94, p. 68-100, 1989.

MIGUEL-HIDALGO, J. J. Lower Packing Density of Glial Fibrillary Acidic Protein???Immunoreactive
Astrocytes in the Prelimbic Cortex of Alcohol-Naive and Alcohol-Drinking Alcohol-Preferring Rats as
Compared With Alcohol-Nonpreferring and Wistar Rats. Alcoholism: Clinical & Experimental
Research, v. 29, n. 5, p. 766—772, maio 2005.

MIGUEL-HIDALGO, J.; SHOYAMA, Y.; WANZO, V. Infusion of gliotoxins or a gap junction blocker in the
prelimbic cortex increases alcohol preference in Wistar rats. Journal of psychopharmacology
(Oxford, England), v. 23, n. 5, p. 550-7, jul. 2009.

MISSALE, C. et al. Dopamine receptors: from structure to function. Physiological reviews, v. 78, n. 1,



127

p. 189-225, jan. 1998.

MITCHELL, E. S.; SNYDER-KELLER, A. Blockade of D1 dopaminergic transmission alleviates c-fos
induction and cleaved caspase-3 expression in the brains of rat pups exposed to prenatal cocaine or
perinatal asphyxia. Experimental Neurology, v. 182, n. 1, p. 64—74, 2003.

MITTLEMAN, G. Individual differences. In: The Behavior of the Laboratory Rat: A Handbook with
Tests. New York: Oxford, 2005. p. 37-46.

MONLEON, S. et al. Antidepressant drugs and memory: insights from animal studies. European
neuropsychopharmacology : the journal of the European College of Neuropsychopharmacology, v.
18, n. 4, p. 235-48, abr. 2008.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation
and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 16 dez. 1983.

MOTA, D. M. et al. Uso abusivo de benzidamina no Brasil: uma abordagem em farmacovigilancia.
Ciéncia & Saude Coletiva, v. 15, n. 3, p. 717-724, maio 2010.

MU, J. S. et al. Deprivation of endogenous brain-derived neurotrophic factor results in impairment of
spatial learning and memory in adult rats. Brain research, v. 835, n. 2, p. 259-65, 24 jul. 1999.

MULLER, C. P.; SCHUMANN, G. To use or not to use: Expanding the view on non-addictive
psychoactive drug consumption and its implications. The Behavioral and brain sciences, v. 34, n. 6, p.
328-47, dez. 2011a.

MULLER, C. P.; SCHUMANN, G. Drugs as instruments: a new framework for non-addictive
psychoactive drug use. The Behavioral and brain sciences, v. 34, n. 6, p. 293-310, dez. 2011b.

MUNHO?Z, C. D. et al. Chronic unpredictable stress exacerbates lipopolysaccharide-induced activation
of nuclear factor-kappaB in the frontal cortex and hippocampus via glucocorticoid secretion. The
Journal of neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience, v. 26, n. 14, p. 3813—-
20, 5 abr. 2006.

MURPHY, D. L. et al. How the serotonin story is being rewritten by new gene-based discoveries
principally related to SLC6A4, the serotonin transporter gene, which functions to influence all cellular
serotonin systems. Neuropharmacology, v. 55, n. 6, p. 932-960, 2008.

NAGELHUS, E. A.; MATHIISEN, T. M.; OTTERSEN, O. P. Aquaporin-4 in the central nervous system:
Cellular and subcellular distribution and coexpression with KIR4.1. Neuroscience, v. 129, n. 4, p. 905—
913, 2004.

NEILL, D. B.; GRANT, L. D.; GROSSMAN, S. P. Selective potentiation of locomotor effects of
amphetamine by midbrain raphé lesionsPhysiology & Behavior. [s.I: s.n.].

NEILL, J. C. et al. Animal models of cognitive dysfunction and negative symptoms of schizophrenia:
Focus on NMDA receptor antagonism. Pharmacology & Therapeutics, v. 128, n. 3, p. 419-432, 2010.

NEUSCH, C. et al. Kir4.1 potassium channel subunit is crucial for oligodendrocyte development and in
vivo myelination. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience,
v. 21, n. 15, p. 5429-38, 1 ago. 2001.

NEUSCH, C. et al. Lack of the Kir4.1 channel subunit abolishes K+ buffering properties of astrocytes in
the ventral respiratory group: impact on extracellular K+ regulation. Journal of neurophysiology, v.
95, n. 3, p. 1843-52, mar. 2006.

NIWA, M.; YAN, Y.; NABESHIMA, T. Genes and molecules that can potentiate or attenuate
psychostimulant dependence: relevance of data from animal models to human addiction. Annals of
the New York Academy of Sciences, v. 1141, p. 76-95, out. 2008.

NORRIS, C. M.; BLUMENTHAL, T. D. A relationship between inhibition of the acoustic startle response
and the protection of prepulse processing. Psychobiology, v. 24, n. 2, p. 160-168, 1996.



128

NUSBAUM, M. P.; CONTRERAS, D. Sensorimotor Gating: Startle Submits to Presynaptic Inhibition.
Current Biology, v. 14, n. 6, p. R247—-R249, 2004.

O’DELL, L. E.; PARSONS, L. H. Serotonin1B receptors in the ventral tegmental area modulate cocaine-
induced increases in nucleus accumbens dopamine levels. The Journal of pharmacology and
experimental therapeutics, v. 311, n. 2, p. 711-9, nov. 2004.

O’TUATHAIGH, C. M. P. et al. Schizophrenia-related endophenotypes in heterozygous neuregulin-1
“knockout” mice. The European journal of neuroscience, v. 31, n. 2, p. 349-58, jan. 2010.

OGREN, S. O. et al. The role of 5-HT1A receptors in learning and memory. Behavioural Brain
Research, v. 195, n. 1, p. 54-77, 2008.

OLIVEIRA, M. T. et al. Drugs of abuse induce apoptotic features in PC12 cells. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 1010, p. 667-70, dez. 2003.

OLNEY, J. W. Focus on apoptosis to decipher how alcohol and many other drugs disrupt brain
development. Frontiers in pediatrics, v. 2, p. 81, 2014.

OPALEYE, E. S. et al. Recreational use of benzydamine as a hallucinogen among street youth in Brazil.
Revista brasileira de psiquiatria (Sao Paulo, Brazil : 1999), v. 31, n. 3, p. 208-13, set. 2009.

ORNSTEIN, T. J. et al. Profiles of cognitive dysfunction in chronic amphetamine and heroin abusers.
Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, v. 23, n. 2, p. 113-26, ago. 2000.

OSCAR-BERMAN, M.; MARINKOVIC, K. Alcoholism and the brain: an overview. Alcohol research &
health : the journal of the National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, v. 27, n. 2, p. 125-
33, 2003.

OUYANG, L. et al. Programmed cell death pathways in cancer: a review of apoptosis, autophagy and
programmed necrosis. Cell proliferation, v. 45, n. 6, p. 48798, dez. 2012.

PARPURA, V.; GRUBISIC, V.; VERKHRATSKY, A. Ca2+ sources for the exocytotic release of glutamate
from astrocytes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, v. 1813, n. 5, p.
984-991, 2011.

PEKNY, M.; WILHELMSSON, U.; PEKNA, M. The dual role of astrocyte activation and reactive gliosis.
Neuroscience Letters, v. 565, p. 30—-38, 2014.

PESSIA, M. et al. Actions of 5-hydroxytryptamine on ventral tegmental area neurons of the rat in
vitroBrain Research. [s.I: s.n.].

PETER, M. E.; KRAMMER, P. H. The CD95(APO-1/Fas) DISC and beyond. Cell death and
differentiation, v. 10, n. 1, p. 26-35, jan. 2003.

PILLAI, A. Brain-Derived Neurotropic Factor/TrkB Signaling in the Pathogenesis and Novel
Pharmacotherapy of Schizophrenia. Neurosignals, v. 16, n. 2-3, p. 183-193, 5 fev. 2008.

POO, M. M. Neurotrophins as synaptic modulators. Nature reviews. Neuroscience, v. 2, n. 1, p. 24—
32, jan. 2001.

QUANE, P. A.; GRAHAM, G. G.; ZIEGLER, J. B. Pharmacology of benzydamine.
Inflammopharmacology, v. 6, n. 2, p. 95-107, jan. 1998.

RADYUSHKIN, K. et al. Neuroligin-3-deficient mice: model of a monogenic heritable form of autism
with an olfactory deficit. Genes, Brain and Behavior, v. 8, n. 4, p. 416—425, jun. 2009.

RAJKOWSKA, G.; STOCKMEIER, C. A. Astrocyte pathology in major depressive disorder: insights from
human postmortem brain tissue. Current drug targets, v. 14, n. 11, p. 1225-36, out. 2013.

RANSOM, B. R. Neuroglia. [s.l.] Oxford University Press, 2012.
RIEDL, S. J.; SALVESEN, G. S. The apoptosome: signalling platform of cell death. Nature reviews.



129

Molecular cell biology, v. 8, n. 5, p. 405-13, maio 2007.

RINTALA, J. et al. Dose-dependent decrease in glial fibrillary acidic protein-immunoreactivity in rat
cerebellum after lifelong ethanol consumption. Alcohol, v. 23, n. 1, p. 1-8, 2001.

RISS, T. L. et al. Cell Viability Assays. [s.l.] Eli Lilly & Company and the National Center for Advancing
Translational Sciences, 2013.

ROBINSON, T. E.; BERRIDGE, K. C. The neural basis of drug craving: an incentive-sensitization theory
of addiction. Brain research. Brain research reviews, v. 18, n. 3, p. 247-91, 1993.

ROGEROQ, S. . et al. Cytotoxicity due to corrosion of ear piercing studs. Toxicology in Vitro, v. 14, n. 6,
p. 497-504, 2000a.

ROGERO, S. O. et al. Citotoxidade in vitro das membranas de hidrogel reticuladas por radiacdo
ionizante. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 59, n. 1/2, p. 1-5, 2000b.

ROGERS, R. D. et al. Dissociable deficits in the decision-making cognition of chronic amphetamine
abusers, opiate abusers, patients with focal damage to prefrontal cortex, and tryptophan-depleted
normal volunteers: evidence for monoaminergic mechanisms. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, v. 20, n. 4, p. 322-39, abr. 1999.

ROGERS, R. D.; ROBBINS, T. W. The neuropsychology of drug abuse. In: RON, M. A.; ROBBINS, T. W.
(Eds.). . Disorders of Brain and Mind. Cambridge: Cambridge University Press, 2003. p. 447-467.

ROSSI, D. et al. Focal degeneration of astrocytes in amyotrophic lateral sclerosis. Cell death and
differentiation, v. 15, n. 11, p. 1691-700, nov. 2008.

SALDANHA, V. B.; PLEIN, F. A. DOS S.; JORNADA, L. K. Nom-medical use of benzidamina: case study. J
Bras Psiquiatr, v. 42, n. 9, p. 503-5, 1993.

SAMS-DODD, F. Distinct effects of d-amphetamine and phencyclidine on the social behaviour of rats.
Behavioural pharmacology, v. 6, n. 1, p. 55-65, jan. 1995.

SAMS-DODD, F. Effects of dopamine agonists and antagonists on PCP-induced stereotyped behaviour
and social isolation in the rat social interaction test. Psychopharmacology, v. 135, n. 2, p. 182-93,
jan. 1998a.

SAMS-DODD, F. A test of the predictive validity of animal models of schizophrenia based on
phencyclidine and D-amphetamine. Neuropsychopharmacology : official publication of the
American College of Neuropsychopharmacology, v. 18, n. 4, p. 293—-304, abr. 1998b.

SAMS-DODD, F. Effects of continuous D-amphetamine and phencyclidine administration on social
behaviour, stereotyped behaviour, and locomotor activity in rats. Neuropsychopharmacology :
official publication of the American College of Neuropsychopharmacology, v. 19, n. 1, p. 18-25, jul.
1998c.

SAMS-DODD, F. Phencyclidine in the social interaction test: an animal model of schizophrenia with
face and predictive validity. Reviews in the neurosciences, v. 10, n. 1, p. 59-90, jan. 1999.

SAMS-DODD, F.; LIPSKA, B. K.; WEINBERGER, D. R. Neonatal lesions of the rat ventral hippocampus
result in hyperlocomotion and deficits in social behaviour in adulthood. Psychopharmacology, v. 132,
n. 3, p. 303-10, ago. 1997.

SARVEIYA, V.; TEMPLETON, J. F.; BENSON, H. A. E. Effect of lipophilic counter-ions on membrane
diffusion of benzydamine. European journal of pharmaceutical sciences : official journal of the
European Federation for Pharmaceutical Sciences, v. 26, n. 1, p. 39-46, set. 2005.

SAVASKAN, E. et al. Antidepressive therapy with escitalopram improves mood, cognitive symptoms,
and identity memory for angry faces in elderly depressed patients. The international journal of
neuropsychopharmacology / official scientific journal of the Collegium Internationale
Neuropsychopharmacologicum (CINP), v. 11, n. 3, p. 381-8, maio 2008.



130

SCHIFANO, F. et al. Analysis of online reports on the potential misuse of benzidamine. Rivista di
psichiatria, v. 48, n. 3, p. 182-6, 2013.

SCHVARTSMAN C, S. S. Intoxicacdo por Benzidamina Consequiente a Ingestao de Colutério
Antiinflamatdrio. Pediat. (S. Paulo), v. 8, p. 107-9, 1986.

SELEGHIM, M. R.; GALERA, S. A. F.; OLIVEIRA, M. L. F. DE. Pesquisa com usudrios de crack e seus
familiares: analise de uma vivéncia. Saude & Transformagdo Social / Health & Social Change, v. 5, n.
1, p. 36-41, 2014.

SHIKAMA, Y.; YAMADA, M.; MIYASHITA, T. Caspase-8 and caspase-10 activate NF-kappaB through
RIP, NIK and IKKalpha kinases. European journal of immunology, v. 33, n. 7, p. 1998-2006, jul. 2003.

SILVESTRINI, B. et al. Toxicology of benzydamine. Toxicology and applied pharmacology, v. 10, n. 1,
p. 148-59, jan. 1967.

SLAMBEROVA, R. et al. Do the effects of prenatal exposure and acute treatment of
methamphetamine on anxiety vary depending on the animal model used? Behavioural Brain
Research, v. 292, p. 361-369, 2015.

SNIGDHA, S.; NEILL, J. C. Efficacy of antipsychotics to reverse phencyclidine-induced social interaction
deficits in female rats--a preliminary investigation. Behavioural brain research, v. 187, n. 2, p. 489—
94, mar. 2008a.

SNIGDHA, S.; NEILL, J. C. Improvement of phencyclidine-induced social behaviour deficits in rats:
involvement of 5-HT1A receptors. Behavioural brain research, v. 191, n. 1, p. 26-31, ago. 2008b.

SOFRONIEW, M. V. Molecular dissection of reactive astrogliosis and glial scar formation. Trends in
Neurosciences, v. 32, n. 12, p. 638-647, 2009.

SONG, P.; ZHAOQ, Z.-Q. The involvement of glial cells in the development of morphine tolerance.
Neuroscience Research, v. 39, n. 3, p. 281-286, 2001.

SPRICK, M. R.; WALCZAK, H. The interplay between the Bcl-2 family and death receptor-mediated
apoptosis. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, v. 1644, n. 2, p. 125-132,
2004.

SQUIRE, L. R.; ZOLA, S. M. Structure and function of declarative and nondeclarative memory systems.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 93, n. 24, p.
13515-22, 26 nov. 1996.

STUDERUS, E. et al. Acute, subacute and long-term subjective effects of psilocybin in healthy
humans: a pooled analysis of experimental studies. Journal of psychopharmacology (Oxford,
England), v. 25, n. 11, p. 1434-52, nov. 2011.

SWERDLOW, N. R. et al. Realistic expectations of prepulse inhibition in translational models for
schizophrenia research. Psychopharmacology, v. 199, n. 3, p. 331-88, ago. 2008a.

SWERDLOW, N. R. et al. Realistic expectations of prepulse inhibition in translational models for
schizophrenia research. Psychopharmacology, v. 199, n. 3, p. 331-88, ago. 2008b.

SWERDLOW, N. R.; GEYER, M. A. Using an Animal Model of Deficient Sensorimotor Gating to Study
the Pathophysiology and New Treatments of Schizophrenia. Schizophrenia Bulletin, v. 24, n. 2, p.
285-301, jan. 1998.

TAYLOR, K. M. Is there a catecholamine-serotonin interaction in the control of locomotor activity?
Neuropharmacology, v. 14, n. 7, p. 5016, jul. 1975.

TIRADO OTALVARO, A. F. et al. Calidad de vida de pacientes con dependencia a heroina de un centro
de atencion de drogodependencias de Medellin (Colombia). Investigacion y educacion en
enfermeria, ISSN 0120-5307, Vol. 30, N°. 1, 2012, pags. 35-43, v. 30, n. 1, p. 35-43, 2012.

TREZZA, V.; BAARENDSE, P. J. J.; VANDERSCHUREN, L. J. M. J. On the interaction between drugs of



131

abuse and adolescent social behavior. Psychopharmacology, v. 231, n. 8, p. 1715-29, abr. 2014.

TURNBULL, R. S. Benzydamine Hydrochloride (Tantum) in the management of oral inflammatory
conditions. Journal (Canadian Dental Association), v. 61, n. 2, p. 127-34, fev. 1995.

ULLIAN, E. M. et al. Control of synapse number by glia. Science (New York, N.Y.), v. 291, n. 5504, p.
657-61, 26 jan. 2001.

URBAN, N. B. L. et al. Sex Differences in Striatal Dopamine Release in Young Adults After Oral Alcohol
Challenge: A Positron Emission Tomography Imaging Study With [11C]Raclopride. Biological
Psychiatry, v. 68, n. 8, p. 689-696, out. 2010.

VEENHOVEN, R. Hedonism and Happiness. Journal of Happiness Studies, v. 4, n. 4, p. 437-457, 2003.

VERKHRATSKIT, A. N. (ALEKSET N.; BUTT, A. Glial physiology and pathophysiology. [s.l.] John Wiley &
Sons, 2013.

VERKHRATSKY, A. et al. Glial Asthenia and Functional Paralysis: A New Perspective on
Neurodegeneration and Alzheimer’s Disease. The Neuroscientist : a review journal bringing
neurobiology, neurology and psychiatry, 14 ago. 2014.

VERKHRATSKY, A. et al. Translational potential of astrocytes in brain disorders. Progress in
Neurobiology, 2015.

VERKHRATSKY, A.; RODRIGUEZ, J. J.; STEARDO, L. Astrogliopathology: a central element of
neuropsychiatric diseases? The Neuroscientist : a review journal bringing neurobiology, neurology
and psychiatry, v. 20, n. 6, p. 576-88, dez. 2014.

VETULANI, J. Drug addiction. Part |. Psychoactive substances in the past and presence. Polish journal
of pharmacology, v. 53, n. 3, p. 201-14, 2001.

VICENCIO, J. M. et al. Senescence, apoptosis or autophagy? When a damaged cell must decide its
path--a mini-review. Gerontology, v. 54, n. 2, p. 92-9, 2008.

VOLKOW, N. D. et al. Imaging endogenous dopamine competition with [11C]raclopride in the human
brain. Synapse (New York, N.Y.), v. 16, n. 4, p. 255-62, abr. 1994.

VOLKOW, N. D. et al. Reinforcing effects of psychostimulants in humans are associated with increases
in brain dopamine and occupancy of D(2) receptors. The Journal of pharmacology and experimental
therapeutics, v. 291, n. 1, p. 409-15, out. 1999.

VOLLENWEIDER, F. X. et al. Effects of (S)-ketamine on striatal dopamine: a [11C]raclopride PET study
of a model psychosis in humans. Journal of Psychiatric Research, v. 34, n. 1, p. 35-43, jan. 2000.

VOLLENWEIDER, F. X.; KOMETER, M. The neurobiology of psychedelic drugs: implications for the
treatment of mood disorders. Nature reviews. Neuroscience, v. 11, n. 9, p. 642-51, set. 2010.

WAGNER, F. A.; ANTHONY, J. C. From first drug use to drug dependence; developmental periods of
risk for dependence upon marijuana, cocaine, and alcohol. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, v. 26, n. 4, p. 479-88, abr. 2002.

WALDOREF, D.; REINARMAN, C.; MURPHY, S. Cocaine Changes: The Experience of Using and Quitting.
Philadelphia: Temple University Press, 1992.

WALKER, N. I. et al. Patterns of cell death. Methods and achievements in experimental pathology, v.
13, p. 18-54, 1988.

WAN, F.-J.; SWERDLOW, N. R. Sensorimotor gating in rats is regulated by different dopamine-
glutamate interactions in the nucleus accumbens core and shell subregions. Brain Research, v. 722,
n.1, p. 168-176, 1996.

WANG, H.-W. et al. Benzydamine oral spray inhibiting parasympathetic function of tracheal smooth
muscle. Clinical and experimental otorhinolaryngology, v. 8, n. 1, p. 65-8, mar. 2015.



132

WATERHOUSE, E. G.; XU, B. New insights into the role of brain-derived neurotrophic factor in
synaptic plasticity. Molecular and cellular neurosciences, v. 42, n. 2, p. 81-9, out. 2009.

WEBER, M. et al. Quantitative analysis of astrogliosis in drug-dependent humans. Brain Research, v.
1500, p. 72—-87, 2013.

WHELAN, R. S.; KAPLINSKIY, V.; KITSIS, R. N. Cell death in the pathogenesis of heart disease:
mechanisms and significance. Annual review of physiology, v. 72, p. 19-44, 2010.

WIENS, F. et al. Chronic intake of fermented floral nectar by wild treeshrews. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 105, n. 30, p. 10426-10431, 29 jul. 2008.

WILSON, J. M. et al. Striatal dopamine nerve terminal markers in human, chronic methamphetamine
users. Nature medicine, v. 2, n. 6, p. 699-703, jun. 1996.

WILSON, N. S.; DIXIT, V.; ASHKENAZI, A. Death receptor signal transducers: nodes of coordination in
immune signaling networks. Nature immunology, v. 10, n. 4, p. 348-55, abr. 2009.

WINTER, J. C. Hallucinogens as discriminative stimuli in animals: LSD, phenethylamines, and
tryptamines. Psychopharmacology, v. 203, p. 251-263, 2009.

WISE, R. A.; BOZARTH, M. A. A psychomotor stimulant theory of addiction. Psychological review, v.
94, n. 4, p. 469-92, out. 1987.

WYLLIE, A. H. &quot;Where, O death, is thy sting?&quot; A brief review of apoptosis biology.
Molecular neurobiology, v. 42, n. 1, p. 4-9, ago. 2010.

YAMADA, K. et al. The role of nitric oxide in dizocilpine-induced impairment of spontaneous
alternation behavior in mice. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics, v. 276, n.
2, p. 460-6, fev. 1996.

YOULE, R. J.; STRASSER, A. The BCL-2 protein family: opposing activities that mediate cell death.
Nature reviews. Molecular cell biology, v. 9, n. 1, p. 47-59, jan. 2008.

ZOLA-MORGAN, S.; SQUIRE, L. R. Neuroanatomy of memory. Annual review of neuroscience, v. 16,
p. 547-63, 1993.

ZONG, W.-X.; THOMPSON, C. B. Necrotic death as a cell fate. Genes & development, v. 20, n. 1, p. 1-
15, 1 jan. 2006.



