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RESUMO 

 

ESTUDO DO CLORIDRATO DE BENZIDAMINA: EFEITOS COMPORTAMENTAIS 

E NEUROQUÍMICOS EM CAMUNDONGOS E POSSÍVEIS EFEITOS 

CITOTÓXICOS EM CULTURA DE CÉLULAS DE ASTRÓCITOS. 

 

O cloridrato de benzidamina (BEN) trata-se um anti-inflamatório não esteroidal 

comercialmente vendido em muitos países e que tem propriedades anestésicas 

locais e para o alívio 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 citotóxicos em cultura de astrócitos 

do BEN.Para os testes comportamentais (campo aberto, inibição pré-pulso, labirinto 

em Y, reconhecimento de objetos, interação 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 administração 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 µg/mL por um período de incubação de 12 ou 24 horas. A análise por citometria 

para a investigação do tipo de morte celular envolvido com a citotoxicidade do BEN 

utilizou as doses de IC50, IC50x2 e IC50/2 do período de incubação de 24h. Para as 

imunofluorescências, usou-se a dose de IC50 do período de incubação de 24h. 

Nossos resultados mostraram que BEN causou aumento da atividade locomotora, 

déficit no filtro sensório-motor, diminuição de cognição e isolamento social em 

ambos os períodos de tratamento, sendo esses resultados semelhantes a outras 

drogas de abuso. A droga em estudo também causou alterações nas monoaminas, 

com aumento da taxa de metabolização da dopamina e depleção dos níveis de 

serotonina no tratamento agudo e aumento da taxa de metabolização da dopamina e 

aumento dos níveis de serotonina no tratamento de dose repetida. BEN também 

causou diminuição dos níveis de BDNF em corpo estriado. Os experimentos in vitro 

mostraram que BEN causou diminuição da viabiliadade celular no teste do MTT, 

sendo essa citotoxicidade causada pela ativação da via apoptótica verificada pela 

citometria de fluxo. Através de imunofluorescência, pôde-se confirmar que a via 

apoptótica envolvida com a citotoxicidade de BEN é a extrínseca, pois houve 



aumento da expressão da enzima caspase-8 e do Fator de Transcrição NFκB p65, 

enquanto que a enzima caspase-9, ativada pela via intríseca da apoptose, não 

apresentou diferença de expressão significativa em relação 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 alterações de monoaminas e 

BDNF e ativação da via extrínseca da apoptose em astrócitos. 

 

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 NFκB 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Drogas de Abuso 

Drogas psicoativas são compostos químicos que influenciam nossa 

percepção subjetiva e/ou nosso comportamento. Quando é 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 o uso 

controlado de drogas psicoativas pode, em determinadas circunstâncias, ter efeitos 

benéficos para o desempenho comportamental, a realização dos objetivos de vida 

ou o bem-estar (HAGEN et al., 2009; MÜLLER; SCHUMANN, 2011a, 2011b), tem 

que se reconhecer que o comportamento de consumo de droga psicoativa é 

estabelecido pela maioria dos seres humanos no mundo ocidental e constitui um 

traço comportamental bastante estável.  

Grandes investigações 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 álcool, 

ou de drogas ilícitas, como maconha ou cocaína, pode exercer um controle 

permanente sobre o seu consumo na medida em que não aumentem seu uso 

(AHMED, 2010; MÜLLER; SCHUMANN, 2011b). No entanto, uma minoria 

significativa daqueles indivíduos que estabeleceram comportamentos de procura e 

consumo de drogas, perdem o controle e desenvolvem um padrão 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 consequências na vida do indivíduo e na sociedade são consideradas um 

problema social e de saúde pública, no Brasil e no mundo. O Relatório Mundial 

sobre Drogas, publicado em 2011, revela que o número de usuários dessas 

substâncias passou de 180 milhões em 2009 para 210 milhões em 2010 (JANG; 

KIM, 2013). 

Os resultados da VI Pesquisa Nacional sobre o Uso de Drogas 

Psicotrópicas entre estudantes do Ensino Básico e Secundário (SENAD, 2010) 

complementa este cenário, revelando que 42,4% dos estudantes brasileiros 

relataram ter consumido álcool no ano anterior e 9,9% relataram ter consumido 
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qualquer droga (exceto álcool e tabaco). Estes resultados indicam a necessidade 

para o desenvolvimento e a implementação de atividades de prevenção e promoção 

da saúde, com o objetivo de reduzir os danos causados pelo consumo excessivo de 

álcool e outras drogas. Escolas têm sido consideradas um espaço privilegiado para 

tais intervenções. 

O abuso de drogas e medicamentos continua a ser um importante 

problema de saúde. O United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) reportou, 

em 2010, que cerca de 5% da população mundial abusava de uma droga ilícita e 27 

milhões de pessoas (~0,6% da população adulta mundial) podem ser classificadas 

como consumidoras problemáticas de drogas de abuso (UNODC, 2010). 

O aumento do consumo de drogas e, consequentemente, da 

comercialização e ou tráfico, levou moradores de muitas comunidades à exposição 

das consequências desse contexto marcado por problemas sociais, econômicos, 

legais e de saúde, que envolvem violências e criminalidade, problemas no trabalho e 

desagregação de famílias. Algumas comunidades estão mais expostas às drogas de 

abuso e ao impacto decorrente do seu uso, ampliando a percepção e a discussão 

sobre os problemas sociais existentes e o impacto das drogas na qualidade de vida 

e saúde da população (FERTIG; DE SOUZA; SCHNEIDER, 2013; MARÍN-LEÓN et 

al., 2007; SELEGHIM; GALERA; OLIVEIRA, 2014; TIRADO OTÁLVARO et al., 

2012). 

Além de causar a morte, o abuso de drogas é também responsável por 

significativa morbidade e o tratamento da dependência de drogas acarreta um 

enorme ônus para a sociedade. O UNODC estima que os custos de todo o mundo 

relacionados com o tratamento dos toxicodependentes de US $200 - $250 bilhões 

de dólares (~0,3-0,4% do PIB mundial). Além disso, estima-se que apenas 20% dos 

toxicodependentes em 2010 foram efetivamente tratados para a sua dependência 

(CHAKRAVARTHY; SHAH; LOTFIPOUR, 2013). 

Os psicotrópicos, ou substâncias psicoativas, são compostos (sejam eles 

xenobióticos ou endobióticos) que atuam primeiramente no Sistema Nervoso Central 

(SNC), alterando temporariamente a percepção, humor, estado de consciência e o 

comportamento. Podem, de acordo com o estado sócio-legal, exibir uso lícito 

(psicofármacos; que podem também estar sujeitos a abuso) e ilícito (drogas de 

abuso). As drogas de abuso representam um grupo heterogêneo de compostos com 

mecanismos de ação muito diversos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). 
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A trajetória do uso de drogas até o vício começa num contexto de 

vulnerabilidade baseada em fatores genéticos e ambientais. Com o uso contínuo de 

drogas de abuso, a plasticidade neuronal atípica pode ocorrer dentro de circuitos 

importantes do cérebro, o que contribui para o desenvolvimento e manutenção da 

dependência. Enquanto os circuitos dopaminérgicos e glutamatérgicos têm um papel 

definitivo na neuroplasticidade causada pela dependência, importantes avanços na 

compreensão dos mecanismos serotoninérgicos nos processos que causam 

dependência têm sido feitos nos últimos anos. Além disso, há evidências crescentes 

de que a desregulação do sistema da serotonina (5-HT) por exposição de longo 

prazo a drogas de abuso pode ser a base da alta taxa de perturbações afetivas (por 

exemplo, depressão) com a dependência de drogas (KIRBY; ZEEB; WINSTANLEY, 

2011). 

O vício é a sensação que impele ou motiva de forma compulsiva à 

obtenção e ao consumo da ‘droga’ para manter determinado nível de atividade, 

euforia ou de bem-estar, mesmo em face das consequências negativas. Com o 

passar do tempo o consumo torna-se compulsivo. É considerada uma doença 

neuropsiquiátrica que pode existir sem que se verifique dependência e ocorre mais 

facilmente com xenobióticos que produzem intenso prazer (euforia, felicidade), ou 

seja, recompensa (VEENHOVEN, 2003). Apenas uma percentagem dos 

consumidores desenvolve adição, o que é facilmente demonstrado no decurso da 

terapêutica analgésica com opióides. 

Já outras drogas de abuso, como os alucinógenos, não causam adição; 

alteram a percepção, sem causar sensações de recompensa e de euforia. Ao 

contrário das drogas aditivas, que têm como principal alvo o sistema mesolímbico 

dopaminérgico, os alucinógenos atuam nos circuitos corticais e talâmicos 

(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). O LSD, por exemplo, ativa o receptor 5-

HT2A no córtex pré-frontal, facilitando a transmissão serotoninérgica para neurônios 

piramidais. Já a cetamina produz uma sensação de separação do corpo da mente 

(sendo por isso designada de anestésico dissociativo) e, em doses mais altas, 

letargia e coma. O principal mecanismo de ação é a inibição dependente da 

utilização de receptores do glutamato do tipo N-metil-D-aspartato. 

Modelos pré-clínicos em animais para avaliar drogas psicoativas tem a 

habilidade de fornecer aos pesquisadores informações valiosas a este respeito. Os 

modelos animais permitem aos pesquisadores manipular sistematicamente o 
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funcionamento do cérebro em diferentes níveis através da realização de 

experimentos que não são possíveis usando seres humanos. Os resultados destes 

estudos podem, então, ser traduzidos para compreender a condição humana. Assim, 

estudos pré-clínicos têm a capacidade de melhorar significativamente a nossa 

compreensão da dependência, bem como uma variedade de distúrbios psiquiátricos 

em que são 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 funções fisiológicas da 3-hidroxitiramina 

(dopamina), um metabólito do aminoácido tiramina, mais de 50 anos atrás 

(CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957), esse neurotransmissor 

catecolaminérgico tem atraído uma enorme atenção. De uma maneira similar a 

outros neurotransmissores monoaminérgicos, DA geralmente exerce suas ações nos 

circuitos neurais através de uma modulação relativamente lenta da 

neurotransmissão rápida mediada pelo glutamato e GABA. Quatro grandes vias 

dopaminérgicas foram identificadas no cérebro de mamíferos: nigroestriatal, 

mesolímbica, mesocortical e tuberoinfundibular (ANDEN et al., 1964; 

DAHLSTROEM; FUXE, 1964). Estes neurônios estão criticamente envolvidos em 

várias funções vitais do SNC, incluindo o movimento voluntário, a alimentação, afeto, 

recompensa, sono, atenção, memória de trabalho e aprendizagem. 

Uma combinação de estudos pré-clínicos e clínicos revelou que o sistema 

mesolímbico dopaminérgico é o principal alvo das drogas de abuso. Este sistema 

tem origem na área tegumental ventral (VTA), uma pequena estrutura no tronco 

cerebral (mesencéfalo) que se projeta para o núcleo accumbens, a amígdala, o 

hipocampo e o córtex pré-frontal (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). Como 

regra geral, todas as drogas aditivas ativam o sistema mesolímbico da DA (Figura 1). 
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FIGURA 1. Via mesolímbica dopaminérgica. FONTE: http://slideplayer.com.br/slide/9920802/ 

 

A plasticidade anormal dos mecanismos de recompensa que tem sido 

associada ao abuso e dependência de drogas sugere que a dopamina exerce um 

papel importante nesta condição patológica (DI CHIARA; BASSAREO, 2007; 

HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006; KOOB; VOLKOW, 2010). Um conjunto de 

sinalizações dopaminérgicas anormais também está envolvido em muitos outros 

transtornos cerebrais, como o transtorno bipolar, a depressão maior, discinesias e 

muitas desordens somáticas, incluindo hipertensão e disfunção 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 libertação de DA no corpo estriado (incluindo o núcleo 

accumbens), e estes aumentos foram associados com a experiência subjetiva da 

recompensa (DREVETS et al., 2001; LARUELLE et al., 1995; VOLKOW et al., 

1999).Um grande avanço na pesquisa sobre o cérebro foi feito na década de 1970, 

quando o potencial papel da DA na dependência foi descoberto. Este avanço 

resultou da constatação de que ratos iam espontaneamente e repetidamente auto-

estimular áreas específicas no cérebro com eletricidade, um processo que os 

pesquisadores chamaram reforço 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 reforçadores estimulantes em ratos e 

primatas. Essa pesquisa claramente colocou a DA como neurotransmissor central na 

dependência por estimulantes (WISE; BOZARTH, 1987)e sugeriu que ele tem 
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papéis na recompensa, motivação e comportamento (ROBINSON; BERRIDGE, 

1993). 

A descoberta crucial do papel de sistema dopaminérgico humano na 

dependência veio em 1994, quando foi demonstrado que a combinação de infusão 

intravenosa de uma droga estimulante central e imagem neuroquímica por 

tomografia computadorizada por emissão de fóton único ou por tomografia por 

emissão de pósitrons dos receptores de dopamina D2/3 pôde ser usado para medir 

indiretamente a liberação 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 experiência do 

prazer (a ação gratificante) de drogas estimulantes em humanos foi mediada pela 

liberação de dopamina no estriado, assim como em ratos (DI CHIARA; IMPERATO, 

1988). 

Uma sucessão de outros estudos em humanos se seguiram, o que 

mostrou que o álcool (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 liberação de DA no estriado em participantes 

saudáveis e em usuários de drogas não-dependentes, proporcionando, assim, um 

apoio para a teoria do vício causado pela DA. A teoria da DA no vício rapidamente 

se tornou aceita pelo campo científico, e drogas que induzem a liberação de DA são, 

consequentemente, consideradas por representar um risco de abuso. 

Outro neurotransmissor bastante envolvido com a euforia causada por 

várias substâncias psicoestimulantes é a serotonina (5-HT). Nos últimos anos, a 5-

HT (5-hidroxitriptamina) tornou-se um dos sistemas de neurotransmissão que exerce 

crescente interesse na área da aprendizagem e memória (BERT et al., 2008; 

DAYAN; HUYS, 2009; EAGLE; BARI; ROBBINS, 2008; MENDELSOHN; RIEDEL; 

SAMBETH, 2009; ÖGREN et al., 2008). Estudos mostram que as áreas cerebrais 

implicadas com esses processos cognitivos recebem vias serotoninérgicas 

(JACOBS; AZMITIA, 1992; ZOLA-MORGAN; SQUIRE, 1993), incluindo o córtex pré-

frontal, hipocampo, amídala, etc (MENESES, 1999).  

A maior parte dos neurônios serotoninérgicos do tronco encefálico 

localiza-se na formação reticular, nos nove núcleos da rafe que se estendem na 

linha média, do bulbo ao mesencéfalo (Figura 2). Os axônios originados nos núcleos 
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situados em níveis mais altos têm trajeto ascendente, projetando-se para quase 

todas as estruturas do prosencéfalo, incluindo córtex cerebral, hipotálamo e sistema 

límbico (Figura 2), e participam da regulação do ciclo sono-vigília, de 

comportamentos motivacionais e emocionais (MACHADO; HAERTEL, 2014). 

 

 

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, os 

quais foram caracterizados geneticamente, farmacologicamente e funcionalmente 

(FINK; GÖTHERT, 2007; HANNON; HOYER, 2008) e a recaptação dos níveis 

sinápticos de 5-HT é regulada por transportadores de 5-HT chamados "SERT" 

(KALUEFF et al., 2010; MURPHY et al., 2008). Em adição, manipulações genéticas 

e farmacológicas no SERT são conhecidas por modificar o desempenho de memória 

de humanos e roedores (CHOW; POLLOCK; MILGRAM, 2007; MONLEÓN et al., 

2008; SAVASKAN et al., 2008). 

As substâncias que agem no sistema serotoninérgico são chamadas de 

psicodélicas. Essas substâncias constituem uma classe heterogênea de moléculas, 

entre os quais a dietilamida do ácido lisérgico (LSD) e a psilocibina são as duas 

moléculas mais conhecidas e estudadas (WINTER, 2009). Essas drogas induzem 

imagens fenomenologicamente complexas, que podem misturar alucinações visuais, 

sinestesia e estados alterados de consciência (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008). 

Embora tenha havido muito debate sobre o mecanismo farmacológico exato dos 

psicodélicos, o modo mais comumente admitido da atividade desta classe de drogas 

é a estimulação do receptor  5HT2A serotoninérgico nos neurônios corticais 

http://www.slideshare.net/WalterCarlosKrainbuh/presentacion-sobre-psicodelicos-y-psicoterapia
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(GONZÁLEZ-MAESO et al., 2009; VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010). A 

hiperativação cortical dos receptores 5HT2A pode afetar o funcionamento das alças 

córtico-estriato-tálamo-cortical. Foi proposto que este processo desencadeia uma 

quebra da integridade cognitiva e resulta na ocorrência subsequente de sentimentos 

e percepções aberrantes (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008).  

Nos últimos anos, vários autorespropuseram uma reavaliação do papel do 

receptor 5HT2A na psicose (GEYER; VOLLENWEIDER, 2008; GONZÁLEZ-MAESO 

et al., 2009). Entretanto, formas de psicose induzidas por psicodélicos diferem da 

psicose semelhante à esquizofrenia, em especial sobre o aspecto clínico das 

alucinações. Alucinações visuais são típicas dos psicodélicos, enquanto alucinações 

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

 

1.3  Benzidamina como droga de abuso 

O nome químico da substância Benzidamina é 1-benzil-3-(3-

dimetilaminopropil)-1-H-indazol e sua fórmula estrutural é apresentada na figura 3. 

Trata-se de uma base fraca, diferindo de muitos medicamentos como a aspirina, que 

são ácidos ou metabolizados em ácidos. As vias de metabolização mais relevantes 

descritas em ratos e seres humanos são: N-oxidação, hidroxilação do anel benzeno 

ou grupo benzílico, eliminação do grupo dimetilaminopropil e desmetilação da função 

amino (KÖPPEL; TENCZER, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

A benzidamina é pouco absorvida através da pele e mucosas, sendo 

rapidamente absorvida através do trato gastrointestinal e sua concentração 

plasmática atinge o pico em 2 horas (QUANE; GRAHAM; ZIEGLER, 1998). A meia-
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vida de eliminação é de aproximadamente 13 horas. A difusão e a solubilidade deste 

fármaco estão dependentes do pH do meio, verificando-se a pH 9 uma maior fração 

não-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 relação deixa de se verificar, possivelmente, devido a uma 

diminuição da solubilidade (SARVEIYA; TEMPLETON; BENSON, 2005). 

Com relação aos efeitos centrais, vários são os casos reportados de 

pacientes que fazem uso do cloridrato de benzidamina (BEN) em superdosagens 

para obter seus efeitos alucinógenos e em muitos desses casos, ocorre a 

associação com bebidas alcoólicas. Nenhuma investigação mais aprofundada sobre 

o mecanismo por detrás desses efeitos centrais é relatado (ACAR et al., 2014; 

BALABAN et al., 2013; DO et al., 2006; GÓMEZ-LÓPEZ et al., 1999; GÜRÜ et al., 

2012; SALDANHA; PLEIN; JORNADA, 1993; SCHVARTSMAN C, 1986). Em 2009, 

houve a publicação de um relato de caso onde uma paciente esquizofrênica com 

quadro clínico estável voltou a apresentar quadros alucinatórios após o uso do BEN 

em doses posológicas consideradas terapêuticas (DOKSAT, 2009). 

Outros estudos com efeitos periféricos mostraram que BEN, em altas 

concentrações, pode inibir a função parassimpática da traquéia e reduzir a contração 

induzida por metacolina no músculo liso traqueal, reduzindo ataques asmáticos 

quando administrado em pacientes com faringite ou mucosite oral (WANG et al., 

2015). 

O cloridrato de benzidamina é uma droga anti-inflamatória não esteroidal 

comercialmente vendida em muitos países e que tem propriedades anestésicas 

locais e para o alívio da dor (TURNBULL, 1995). Essa droga estava disponível no 

Brasil em forma de cápsula, anti-séptico bucal, creme cutâneo, aerosol e 

preparações para assepsias vaginais, porém a RDC No 13 de 24 de março de 2015 

realizou uma atualização do Anexo I na Listas de Substâncias Entorpecentes, 

Psicotrópicas, Precursoras e Outras sob Controle Especial, da Portaria SVS/MS nº 

344, de 12 de maio de 1998, proibindo a importação, produção, manipulação, 

aquisição, venda e dispensação de medicamento de uso sistêmico à base dessa 

substância, retirando do mercado a apresentação de cápsulas e tornando as outras 

apresentações com controle especial de venda (BRASIL, 2015). 

Esta substância trata-se de um anti-inflamatório não esteroidal usado para 

o tratamento de muitas enfermidades, como faringites, processos inflamatórios 
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tumefativos e dolorosos, laringites, gengivites, vulvo-vaginites, estomatites, dentre 

outros. Esse fármaco possui como um de seus mecanismos de ação a inibição da 

síntese das prostaglandinas, sendo esse mesmo mecanismo o responsável pelos 

efeitos renais e gastrointestinais indesejáveis. Um grande contraste com fármacos, 

como a aspirina, é revelada pelo fato de BEN ser um fraco inibidor da síntese de 

prostaglandinas, possuindo outras propriedades que podem contribuir para a sua 

atividade antiinflamatória (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). Essas 

propriedades incluem a inibição da síntese de citocinas inflamatórias e do fator de 

necrose tumoral-α, possui também a capacidade de estabilizar as membranas, o que 

é demonstrado por várias ações, incluindo inibição da liberação de grânulos de 

neutrófilos em concentrações que variam de 3 a 30 mmol/L e de estabilização de 

lisossomas (QUANE; GRAHAM; ZIEGLER, 1998). 

Até pouco antes de ser retirado do mercado, era comum o uso não 

terapêutico 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; GÜRÜ et al., 2012; MOTA et al., 2010). Dados sobre o 

uso após a proibição da produção e comercialização são ainda desconhecidos. 

Dentre os efeitos colaterais periféricos mais descritos estão eritema, 

urticária, fotossensibilidade, prurido, disfunção renal e broncoespasmo. A dosagem 

oral máxima diária de BEN é de 200 mg/dia. Excitação, alucinações, hiperatividade, 

boca seca, paranoia e convulsões já foram relatados em doses entre 500-3000 

mg/dia. O uso recreativo do BEN é considerado popular no Brasil e em países como 

Polônia e Turquia (DO et al., 2006; OPALEYE et al., 2009).  

Altas doses do BEN administradas de forma aguda podem causar delírio, 

comportamentos anormais, alucinações, dor de cabeça, diplopia, nistagmo, 

zumbido, visão turva, tonturas, convulsões, letargia, discinesia, perda da consciência 

e coma (DO et al., 2006). Estudos de Silvestrini e colaboradores mostraram que a 

toxicidade aguda do BEN está significativamente relacionada com a via de 

administração. Em camundongos, a proporção da DL50 intraperitoneal (515 mg/kg) 

para a DL50 oral é de cerca de 1:5, enquanto que em ratos (1050 mg/kg, i.p.) é de 

cerca de 1:10. Doses letais produzem incordenação, prostração, e convulsões 

clônicas. Porém, os efeitos mais comuns observados por esses pesquisadores foram 

a redução do tônus muscular e sedação em baixas doses, e convulsões clônicas em 

doses mais elevadas (SILVESTRINI et al., 1967). 
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São inúmeras as preparações do BEN em muitos países e casos de uso 

indevido já foram registrados (ACAR et al., 2014; BALLESTEROS; RAMÓN; 

MARTÍNEZ-ARRIETA, 2009; SCHIFANO et al., 2013). Na Turquia, preparações do 

BEN podiam, até pouco tempo atrás, ser vendidas sem receita. Porém, em 2012, 

após o aumento do número de casos de abuso dessa substância, o Ministério da 

Saúde da Turquia proibiu a venda dessas preparações sem receita médica. De 

forma semelhante ao ocorrido na Turquia, o Brasil, no ano de 2015, proibiu a 

manipulação e/ou comercialização dessa substância devido aos altos índices de uso 

recreativo da mesma.  

No ano de 2003, foram realizadas 2.807 entrevistas com crianças e 

adolescentes de todas as capitais brasileiras entre dez e dezoito anos de idade que 

mostraram que o uso de medicamentos para fins não terapêuticos foi revelado em 

algumas capitais específicas, predominando a Região Nordeste. Foi relatado o uso 

mensal e de forma recreacional de Benflogin® (cloridrato de benzidamina) em quatro 

capitais, em especial São Luís (8%) e Fortaleza (6%) (CEBRID, 2003).  A 

especialidade farmacêutica Benflogin®, que, segundo dados de sites não oficiais, 

era a mais utilizada com fins não terapêuticos, possuía tarja vermelha e deveria ser 

dispensada mediante prescrição médica antes de ser retirada do mercado. Na sua 

bula constava que a superdosagem do cloridrato de benzidamina poderia causar 

alucinações e que este fármaco não deveria ser associado à ingestão de bebidas 

alcoólicas (ACHE LABORATÓRIOS FARMACÊUTICOS, 2005). 

Quase todos os casos de relatos de abuso do BEN são através da via 

oral. O uso de álcool é relatado como uma das formas de aumentar os efeitos 

centrais do BEN (OPALEYE et al., 2009). Doses terapêuticas de BEN podem causar 

efeitos colaterais psiquiátricos em pacientes que já apresentam algum transtorno 

psiquiátrico e a overdose pode resultar em psicose crônica (DOKSAT, 2009; GÜRÜ 

et al., 2012). 
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1.4  Estudos pré-clínicos para avaliação dos efeitos das drogas de abuso 

Há uma longa e rica história de pesquisas pré-clínicas tanto in vivo como 

in vitro que levaram a importantes descobertas sobre a natureza dos sistemas 

neurobiológicos subjacentes ao abuso de drogas. Essas respectivas drogas 

exercem seus efeitos por agirem artificialmente sobre os sistemas neurais 

endógenos envolvidos em respostas a incentivos naturais, como comida, água ou 

sexo. Isso sugere que se pode pensar em drogas de abuso como uma classe 

especial de reforçadores positivos e que se pode, portanto, aplicar os mesmos 

métodos comportamentais para estudar o reforço dessas drogas, como tem sido 

aplicado com sucesso para o estudo dos fatores que influenciam o início e a 

manutenção dos comportamentos naturalmente reforçadores (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 alterações na atividade locomotora dos animais, efeito esse demonstrado 

por muitas substâncias psicoativas (NIWA; YAN; NABESHIMA, 2008).  

Outro teste bastante usado é o da inibição pré-pulso, que avalia o 

funcionamento do filtro sensório-motor. Esse filtro age como um protetor do 

processamento de informações, limitando a entrada de informações sensoriais, 

evitando, assim, a sobrecarga no processamento cortical e as conseqüentes 

alterações na percepção dos estímulos (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 memória de trabalho e memória de curto prazo, 

respectivamente. A primeira se trata de uma memória imediata que dura de frações 

a poucos segundos e não deixa “traços” ou não forma “arquivos” (BADDELEY, 1992; 

SQUIRE; ZOLA, 1996). Já a última avalia a memória de curto prazo, que engloba o 

tempo durante o qual a memória está sendo consolidada e convertida à memória 

remota, de longo prazo (SQUIRE; ZOLA, 1996). 

Já o isolamento social que muitas drogas causam pode ser analisado pelo 

teste da interação social, onde os níveis desse experimento em roedores têm sido 

usados para avaliar efeitos farmacológicos na ansiedade (FILE; HYDE, 1978a; FILE; 

SETH, 2003). 

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

valiosa para se conhecer os mecanismos pelos quais as substâncias podem 
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produzir seus efeitos a nível celular (LYGRE et al., 1995). Assim, lise celular, 

mudanças no crescimento e na permeabilidade da membrana celular podem ser 

verificadas in vitro, revelando efeitos citotóxicos ocasionados pelas substâncias 

testadas. Testes in vitro também fornecem informações valiosas a respeito da 

morfologia, proliferação e adesão celular e comportamento das células simulando o 

ambiente celular e molecular. 

Em comparação com testes in vivo, os estudos in vitrosão mais facilmente 

controlados, financeiramente acessíveis e apresentam melhor reprodutibilidade.A 

realização de ensaios in vitroainda permite redução no número de animais utilizados 

na avaliação do mecanismo de ação ou da citotoxicidade de uma substância 

(FRESHNEY, 2000). 

Vários métodos 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 mamíferos, verificando-se as alterações celulares por 

diferentes mecanismos, entre os quais a incorporação de corantes vitais ou a 

inibição da formação de colônias celulares (CRUZ et al., 1987; GUESS et al., 1965; 

ROGERO et al., 2000a, 2000b). 

O parâmetro mais utilizado para avaliar a citotoxicidade é a viabilidade 

celular, sendo que um dos testes mais utilizados para avaliação da citotoxicidade in 

vitro é o teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), que avalia a 

atividade mitocondrial, onde somente células viáveis conseguem converter o sal 

amarelo MTT em cristais de formazan, de cor púrpura. Essa produção de formazan é 

então quantificada através da leitura da densidade óptica das amostras. 

 

1.4.1 Importância do estudo de citotoxicidade em astrócitos 

A principal unidade computacional do cérebro é a sinapse. A descoberta 

de que os astrócitos participam em muitos aspectos da função sináptica, incluindo o 

seu desenvolvimento, refinamento e modulação da atividade ajudou a estabelecer 

firmemente a opinião de que os astrócitos não são reguladores simplesmente 

passivos de homeostase cerebral, mas na verdade são grandes contribuintes para a 

cognição, aprendizagem e memória (ULLIAN et al., 2001).  

Astrócito é 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 difusão através de 

canais), através da secreção de numerosos neurotransmissores, neurohormônios e 

fatores tróficos (MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBIŠIĆ; 

VERKHRATSKY, 2011) que regulam a formação e manutenção das transmissões 

sinápticas, a sincronização das redes neuronais e de sinais para outras células 

(micróglia, oligodentrócitos, células endoteliais, entre outras). Ao nível de todo o 

cérebro, os astrócitos formam os limitantes da glia, aumentam o fluxo sanguíneo e a 

oxigenação local, além de captar a glicose do sangue, convertê-la em lactato e 

depois liberá-la para os neurônios para uso local de energia (MAGISTRETTI, 2006; 

RANSOM, 2012; VERKHRATSKIĬ; BUTT, 2013). 

Os astrócitos mantem a homeostase do SNC, que está diretamente 

relacionada à capacidade neuroprotetora dessas células. Insultos ao SNC, 

independentemente da sua etiologia, desequilibram a homeostase do órgão e são os 

astrócitos que, através de cascatas moleculares específicas, protegem os neurônios 

contra a excitotoxicidade glutamatérgica, a sobrecarga extracelular de K+ e as 

espécies reativas de oxigênio (ROS). Os astrócitos também fornecem substratos 

energéticos aos neurônios estressados (VERKHRATSKY et al., 2014). 

Alguns pesquisadores mostraram que os astrócitos expressam receptores 

para neurotransmissores e a liberação desses neurotransmissores pode regular 

bidirecionalmente as funções astrocitárias e neuronais (MARTÍN et al., 2015). A 

atividade neuronal aumenta os níveis de K+ extracelular que; se não controlado 

durante altos níveis de atividade, esse excesso de K+ pode despolarizar potenciais 

de membrana neuronais para estados patológicos. Astrócitos controlam as 

concentrações extracelulares de K+ através de interiorização por canais de K+ 

chamados Kir 4.1 (BUTT; KALSI, 2006). Esses canais retiram o excesso de K+ 

através de difusão passiva por gradiente eletroquímico e, a perda desse canal, 

resulta em profunda vacuolização da mielina, morte neuronal e letalidade prematura 

(NEUSCH et al., 2001, 2006). 

Astrócitos também regulam as mudanças de volume dependente de 

atividade do espaço extracelular, controlando homeostase da água através do canal 

de água aquaporina-4 (NAGELHUS; MATHIISEN; OTTERSEN, 2004). Estes 

mesmos canais de água são o principal alvo dos anticorpos na neuromielite óptica, 

uma patologia astrocitária auto-imune que resulta em profunda desmielinização no 

SNC. Assim, os astrócitos desempenham papéis essenciais no controle da 
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excitabilidade neuronal e da homeostase do cérebro, regulando o volume cerebral e 

as concentrações de K+. 

A perda dessas críticas funções astrocitárias permite e/ou exacerba a 

progressão de várias doenças, como a esclerose lateral amiotrófica, encefalopatias 

tóxicas e neudegeneração. Somando a isso, astrócitos são capazes de montar uma 

resposta defensiva específica, geralmente conhecida como astrogliose reativa 

(Figura 4), uma remodelação de componentes múltiplos e complexos da astroglia 

desencadeada por lesões no SNC (BURDA; SOFRONIEW, 2014; PEKNY; 

WILHELMSSON; PEKNA, 2014; SOFRONIEW, 2009; VERKHRATSKY et al., 2014). 

 

 

 

FIGURA 4. Patologia astroglial. Astrócitos sofrem alterações morfo-funcionais em patologias 
cerebrais (ver texto para detalhes). DA, doença de Alzheimer; ELA, esclerose lateral amiotrófica; DFL, 
demência fronto-temporal. FONTE: Adaptado de (VERKHRATSKY et al., 2015) 

 

Além da reatividade astroglial, numerosas doenças neurológicas estão 

associadas com degeneração ou atrofia astroglial e astenia funcional (Figura 4), 

incluindo transtornos psiquiátricos e neurodegeneração (HAZELL, 2009; 

RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013; ROSSI et al., 2008; VERKHRATSKY; 
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RODRÍGUEZ; STEARDO, 2014; VERKHRATSKY et al., 2014). Essas alterações 

também foram reportadas em material humano pós-mortem de diferentes formas de 

dependência (ARMSTRONG et al., 2004; BÜTTNER; 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 

cocaína (BOWERS; KALIVAS, 2003; FATTORE et al., 2002), metanfetamina 

(FRIEND; KEEFE, 2013; GUILARTE et al., 2003) e morfina (SONG; ZHAO, 2001) 

resultaram em supra-regulação na expressão de GFAP e de astrogliose reativa. Ao 

mesmo tempo, uma exposição prolongada ao álcool etílico levou a uma diminuição 

na expressão de GFAP e atrofia morfológica dos astrócitos (FRANKE, 1995; 

RINTALA et al., 2001). Em tecidos humanos pós-mortem obtidos de alcoólatras, 

astrócitos hipertróficos foram encontrados junto com áreas 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 o primeiro 

tipo de morte a ser encontrado, e, em seguida, no ano de 1972, o termo apoptose 

começou 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 não controlada. A morte celular por 

necrose é morfologicamente caracterizada por um aumento no volume celular, 

inchaço das organelas e ruptura da membrana plasmática, seguido de perda do 

conteúdo intracelular. Além disso, esse tipo de morte mostra comprometimento 

bioenergético, degradação aleatória do DNA e leva à liberação de fatores envolvidos 

na estimulação da resposta imune ou ativação dos processos de reparação (ZONG; 

THOMPSON, 2006).  

A necrose é a morte celular que é observada principalmente em resposta 

a tensões severas, como ocorre após lesão física ou isquemia prolongada 

(DEGTEREV; YUAN, 2008; DUPREZ et al., 2009; HOTCHKISS et al., 2009). Na 

realidade, quantidades excessivas de estímulos indutores de apoptose levam à 

necrose. Os mecanismos responsáveis pelo desencadeamento da necrose 

geralmente recebem pouca atenção pelo fato de ter se pensado tratar-se apenas um 
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processo físico não regulado.Hoje sabe-se que a necrose pode ser regulada e pode 

ocorrer como uma via alternativa de morte celular geneticamente codificado 

independente de apoptose (DEGTEREV; YUAN, 2008; HENRIQUEZ et al., 2008; 

HITOMI et al., 2008).  

A identificação de produtos químicos capazes de inibir a necrose assim 

como os pequenos fragmentos de RNA (siRNA) envolvidos na regulação do 

processo sugerem fortemente que, em muitos casos, o 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 fisiológico 

normal, tais como certos aspectos do desenvolvimento, é comum somente em 

células nas quais a via apoptótica normal é bloqueada. Desse modo, a necrose, 

assim como a morte celular por autofagia, pode apresentar a função de ser um 

sistema de backup para células suicidas no caso de a principal via apoptótica estiver 

defeituosa (DEGTEREV; YUAN, 2008; EISENBERG et al., 2010). 

Para a identificação por citometria de fluxo de células em processo de 

morte por necrose, existem hoje vários marcadores, dentre eles a 7-amino-actino-

micina (7-AAD). Esse marcador trata-se de um composto químico fluorescente com 

uma forte afinidade pela molécula de DNA. Ele se intercala com a dupla fita de DNA 

através de sua alta afinidade com regiões 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 características morfológicas específicas.  

Desde então, a apoptose tem sido extensivamente estudada e eventos de 

sinalização subjacentes são agora bem caracterizados. Morfologicamente, a 

apoptose está associada com encolhimento celular, formação de bolhas 

membranares e condensação da cromatina. Trata-se de um mecanismo de morte 

programada das células que resulta na degradação controlada das mesmas em 

corpos apoptóticos que são, subsequentemente, reconhecidos e englobados pelos 

fagócitos circundantes. Duas principais famílias de proteínas evolutivamente 

conservadas estão envolvidas na apoptose, nomeadamente da família Bcl-2 de 

proteínas, que controlam a integridade mitocondrial (YOULE; STRASSER, 2008), e 

as proteases cisteinil-aspartato específicas ou caspases, que medeiam a fase de 

execução da apoptose (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004). 
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A apoptose é um mecanismo geneticamente programado que permite à 

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 sobrevivência de organismos multicelulares por se livrar de células 

danificadas ou infectadas que podem interferir com a função normal (LABBÉ; 

SALEH, 2008; VICENCIO et al., 2008). A anexina V se mostrou útil na detecção de 

células apoptóticas em decorrência de sua ligação preferencial a fosfolipídeos 

negativamente carregados, como a fosfatidilserina exposta no início do processo 

apoptótico (FRIES et al., 2014). As vias extrínseca e intrínseca representam os dois 

principais processos apoptóticos mais bem estudados (DUPREZ et al., 2009; 

SPRICK; WALCZAK, 2004). 

A via extrínseca é mediada por um sub-grupo de uma superfamília de 

receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNFR)  que inclui TNFR, Fas e TRAILR. A 

ativação desses receptores leva ao recrutamento e ativação de caspases 

iniciadoras, como as caspases 8 e 10 (Figura 5). O processo envolve a formação e 

ativação de complexos tais como o complexo de sinalização indutor de morte 

(DISC). Nesse complexo, o Domínio de Morte Associado ao Fas (FADD) recruta as 

caspases iniciadoras 8 e/ou 10 através de interações por domínios de morte 

homotípicos (PETER; KRAMMER, 2003). Em contraste com a sinalização induzida 

por Fas e TRAILR, a agregação de TNFR1 leva à formação sequencial de dois 

complexos (WILSON; DIXIT; ASHKENAZI, 2009). O complexo I é formado na 

membrana plasmática e é constituído pelas seguintes moléculas: TNFR1, TRADD 

(Domínio de morte associado ao TNFR), TRAF2 (Fator associado ao TNFR tipo 2), 

RIP1 (Proteína integrada ao receptor serina/treonina cinase tipo 1) e as Proteínas 

Inibidoras de Apoptose (IAPs) cIAP1 e cIAP2.  Essas proteínas são importantes 

mediadores da ativação induzida por TNF de NF-kB e MAPKs. A endocitose do 

TNFR1 é seguida pela formação do complexo II, o qual é análogo do receptor 

proximal DISC induzido por FasL e TRAIL e inclui as seguintes moléculas: TRADD, 

FADD (Domínio de morte associado ao Fas) e caspase 8 e/ou 10. A ativação das 

caspases 8 e 10 leva à ativação sequencial das caspases executoras, tipicamente a 

caspase 3 (DUPREZ et al., 2009). A caspase 3 ativada é responsável pela clivagem 

dos chamados "substratos da morte" que levam às bem conhecidas marcas 

características de uma célula apoptótica descritas anteriormente (DUPREZ et al., 

2009; WHELAN; KAPLINSKIY; KITSIS, 2010).   
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A via intrínseca é ativada por vários estímulos, como dano ao DNA e 

insultos citotóxicos, e age via mitocôndria, que é controlada pela família de proteínas 

Bcl-2 (YOULE; STRASSER, 2008). Em condições homeostáticas, os membros anti-

apoptóticos da família Bcl-2 mantém a integridade mitocondrial através da 

prevenção dos danos mitocondriais provenientes dos membros pró-apoptóticos da 

família Bcl-2, Bax e Bak. Durante o estresse celular, as proteínas Bcl-2 homólogas 3 

(BH3) são ativadas e antagonizam os membros anti-apoptóticos da família Bcl-2. 

Consequentemente deixa de haver a inibição das proteínas Bax e Bak, levando às 

suas oligomerizações e formação de um canal mitocondrial pelo qual o citocromo c 

(cit c) é liberado para o citosol. Dessa forma, cit c associa-se com Apaf-1 (Fator 

Ativador de Protease Apoptótica1) e ATP, formando uma plataforma para 

recrutamento e ativação da pró-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. Representação esquemática da sinalização apoptótica extrínseca e intrínseca. 
Estimulação de, por exemplo, TNFR1 inicia a via extrínseca da apoptose (1). Sobre a estimulação de 
TNF, o complexo I é formado, resultando na ativação de NF-kB e subsequente transcrição de genes 
anti-apoptóticos. Depois da endocitose de TNFR1, o complexo II é formado, em que a caspase-8 é 
recrutada e ativada. A subsequente ativação das caspases executoras conduz à clivagem dos seus 
substratos e à morte celular. A via intrínseca da apoptose (2) é ativada por sinais de stress 
intracelulares a nível mitocondrial. Ativação de Bax e Bak induz a liberação de vários mediadores de 
apoptose mitocondrial. A formação subsequente dos apoptossomos resulta na ativação de caspase-
9. Além disso, a clivagem de Bid mediada por caspase 8 amplifica a via extrínseca da apoptose 
através da ativação das vias mitocondriais. FONTE: (DUPREZ et al., 2009). 
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2  RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

No Brasil, o consumo de drogas pode ser considerado um dos maiores 

problemas sociais, sendo mesmo comparado a uma epidemia. Está claro que o uso 

indiscriminado de substâncias entorpecentes, além de causar danos irreparáveis à 

saúde do usuário, desestrutura famílias e destrói vidas, numa perspectiva física, 

psíquica e social (CASSIMIRO, 2009). 

Não por acaso, mas diferente dos outros itens à venda, o preço pago pelo 

consumo de droga é alto, afinal com ela são vendidos os falsos e efêmeros gozos do 

prazer e da felicidade. Para aqueles que não conseguem controlar a ingestão 

dessas substâncias, o preço pode ser ainda mais alto. Num crescente, pode custar a 

própria vida (VETULANI, 2001). 

O uso abusivo de medicamentos, a exemplo da benzidamina, representa 

uma ameaça à sociedade e à família, na medida em que pode trazer sérias 

consequências sociais, sobretudo, a desestruturação familiar, podendo ainda 

envolver um consumo considerável de recursos econômicos da sociedade 

(SCHENKER & MINAYO, 2003). Isto implica que o custo de oportunidade da 

alocação de recursos para o tratamento das consequências produzidas por esse 

problema é sabidamente muito elevado, inclusive para o tratamento e reabilitação 

dos dependentes. 

Benzidamina é um anti-inflamatório não esteroidal muito utilizado e 

sintomas psicóticos foram relatados após abuso ou overdose, porém não existe 

nenhuma evidência clara sobre o mecanismo pelo qual a BEN provoca as 

alucinações. Estes sintomas transitórios podem resultar em complicações fatais ou 

em doenças crônicas (ACAR et al., 2014; BALABAN et al., 2013; DO et al., 2006; 

GÓMEZ-LÓPEZ et al., 1999; GÜRÜ et al., 2012).  

Devido a todos os fatores sociais, econômicos e outros, faz-se importante 

um maior controle dessas drogas, além de um maior conhecimento sobre a ação 

das mesmas. Por isso, nosso estudo faz-se importante para o melhor conhecimento 

da substância cloridrato de benzidamina, que vem sendo usada abusivamente por 

jovens para obter sensações prazerosas em eventos informais.  
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3OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquímicos em 

camundongos e os possíveis efeitos citotóxicos em cultura de células de 

astrócitos após tratamento com cloridrato de benzidamina. 

. 

 

3.2 Específicos 

 Investigar os efeitos centrais de BEN nos testes comportamentais 

de campo aberto, inibição pré-pulso, labirinto em Y, reconhecimento de objetos, 

interação social e rota rod após tratamento agudo e de dose repetida por sete 

dias. 

 Avaliar a concentração 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 renovação das respectivas monoaminas. 

 Determinar a concentração de BDNF em corpo estriado e 

hipocampo após o tratamento de dose repetida por sete dias com BEN. 

 Avaliar a viabilidade celular in vitro de astrócitos corticais após 

incubação com BEN através do teste do MTT. 

 Análisar o tipo de morte celular induzido pelo BEN em cultura de 

astrócitos após incubação com BEN através de citometria de fluxo.  

 Investigar a possível via apoptótica envolvida na morte celular 

astrocitária após incubação com BEN através da marcação por 

imunofluorescência para caspase-8, caspase-9 e NFκB nas células 

astrocitárias após incubação com BEN. 
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4MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos (21-25 g), 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (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 água. O projeto foi submetido ao Comitê de ética e 

pesquisa animal (Protocolo n0 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 Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos 

dos Estados Unidos da América. As tabelas 1 e 2 apresentam a distribuição dos 

animais nos grupos experimentais após tratamento agudo e de dose repetida por 

sete dias, respectivamente.   

 

TABELA 1. Esquema de distribuição dos animais dentre os grupos do estudo para os ensaios 
comportamentais após tratamento agudo com BEN. 

TRATAMENTO AGUDO 

TESTE 
COMPORTAMENTAL 

Controle BEN 50 
mg/kg 

BEN 100 
mg/kg 

BEN 200 
mg/kg 

TOTAL 

Campo Aberto 8 8 8 8 32 
Inibição Pré-pulso 8 8 8 8 32 
Rota-rod 8 8 8 8 32 
Y-maze 8 8 8 8 32 
Reconhecimento de 
objeto 

8 8 8 8 32 

Interação Social 8 8 8 8 32 

TOTAL  48 48 48 48 192 

 

TABELA 2. Esquema de distribuição dos animais dentre os grupos do estudo para os ensaios 
comportamentais após tratamento de dose repetida por sete dias com BEN. 

TRATAMENTO 7 DIAS 

TESTE 
COMPORTAMENTAL 

Controle BEN 50 
mg/kg 

BEN 100 
mg/kg 

BEN 200 
mg/kg 

TOTAL 

Campo Aberto 8 8 8 8 32 
Inibição Pré-pulso 8 8 8 8 32 
Rota-rod 8 8 8 8 32 
Y-maze 8 8 8 8 32 
Reconhecimento de 
objeto 

8 8 8 8 32 

Interação 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 substância foi devidamente realizada para fins de pesquisa. 

 Para o preparo da droga teste, a substância foi dissolvida em água 

destilada para a obtenção de doses finais anteriormente citadas. Os controles 

receberam veículo (água destilada, 10 mL/kg). A droga teste e o veículo foram 

administrados por gavagem conforme cada protocolo experimental descrito adiante.  

Para os testes de imunofluorescência foram usados os anticorpos “Anti-

rabbit caspase 8 (SC-7890)”, “Anti-rabbit caspase 9 (SC-7885)” e “Anti-rabbit NFκB 

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 administração 

Três grupos de animais (n = 8 a 10) foram tratados com BEN (50, 100 e 

200 mg/kg) durante 1 ou 7 dias consecutivos, enquanto o grupo controle recebeu 

água destilada pelo mesmo período. Após o tratamento, os animais foram 

submetidos aos testes do campo aberto, inibição pré-pulso, labirinto em Y, 

reconhecimento de objetos, interação social e rota rod para a avaliação dos efeitos 

centrais após 60 minutos da 1ª ou da 7ª administração da droga teste ou controle. 

Posteriormente às determinações comportamentais, os camundongos foram 

sacrificados por decapitação e o corpo estriado foi dissecado, rapidamente 

congelado e armazenado a -80° C até a realização dos ensaios neuroquímicos. As 

figuras 6 e 7 representam os esquemas dos protocolos experimentais agudo e de 

dose repetida de sete dias, respectivamente.  
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FIGURA 6. Protocolo experimental do tratamento agudo. Os animais foram divididos em quatro grupos: 
Controle (administrou-se água destilada), BEN 50mg/kg, BEN 100mg/kg e BEN 200mg/kg. A administração 
foi realizada de forma aguda 1 hora antes dos ensaios comportamentais. Para cada ensaio, utilizou-se grupos 
diferentes de animais. Após os ensaios, os animais foram sacrificados e seus corpos estriados removidos 
para as análises neuroquímicas. 

 

 

 

 

 

FIGURA 7. Protocolo experimental do tratamento de dose repetida por sete dias. Os animais foram 
divididos em quatro grupos: Controle (administrou-se água destilada), BEN 50mg/kg, BEN 100mg/kg e BEN 
200mg/kg. A administração foi realizada durante sete dias seguidos. Após 1 h da administração do sétimo 
dia, realizou-se os ensaios comportamentais. Para cada ensaio, utilizou-se grupos diferentes de animais. 
Após os ensaios, os animais foram sacrificados e seus corpos estriados removidos para as análises 
neuroquímicas. 
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4.4 PROTOCOLO 1: Ensaios Comportamentais 

 

4.4.1 Teste do Campo Aberto 

O presente experimento é utilizado para avaliar a atividade exploratória do 

animal (ARCHER, 1973). Os animais foram colocados em um campo aberto, com 

área de 30 x 30 cm. Previamente, foram habituados durante 1 minuto ao campo 

aberto e, posteriormente, submetidos ao teste durante 5 minutos. O parâmetro para 

observação foi o número de cruzamentos com as quatro patas (movimentação 

espontânea ou atividade locomotora espontânea/ALE), Atividade de exploração 

vertical (rearing) e atividade de auto-limpeza (grooming), registrados durante um 

período de 5 minutos.  

 

 

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

 

 

4.4.2  Teste da Inibição pré-pulso 

Inibição pré-pulso (IPP) é caracterizada pela redução do reflexo de 

sobressalto a um estímulo acústico intenso (pulso), quando imediatamente 

precedido por um estímulo 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 aço inoxidável de 3,0 mm de diâmetro e espaçamento de 0,8 cm de 

distância. O contensor foi mantido preso sobre uma balança, 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 estímulos de pulso, pré-pulso e ruído 
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de fundo. O contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma 

câmara acústica ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos de calibração foram 

realizados antes dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das 

plataformas de resposta ao longo do período de teste. 

A sessão de testes começou ao colocar um animal no contensor para a 

aclimatização e consistiu em uma exposição de 5 minutos ao ruído de fundo (65 dB). 

Após o período de aclimatização, os camundongos foram apresentados a uma série 

de 10 estímulos de treino (pulso sozinho – 120 dB, 50ms de duração), com um 

ensaio de intervalo de 20s. O objetivo dessa fase foi permitir a habituação da 

resposta de sobressalto do animal. Posteriormente, a modulação IPP de sobressalto 

foi testada no seguinte protocolo: consistiu de 74 ensaios pseudorandomizados 

divididos em oito categorias diferentes, apresentados com um intervalo 

interestímulos de 20s: 20 apresentações de pulso sozinho (120 dB, 50ms de 

duração), 8 apresentações de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70, 75 e 80 

dB, frequência de 3000 Hz, 20ms de duração), 10 apresentações de cada 

intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50ms entre pré-

pulso e pulso) e ausência de estímulo (nesse bloco o animal só recebebeu o 

estímulo de ruído de fundo) (LEVIN et al., 2011). Foram utilizadas três 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 nível de 

IPP em cada camundongo foi definido como a porcentagem da redução da 

amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + P em comparação com a amplitude 

do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte fórmula: %IPP = 100 – 

[100 x (PP +P/P)]. Usando essa fórmula, um valor de IPP de 0% denota que não 

houve diferença entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso sozinho e do 

pré-pulso + pulso e, consequentemente, não 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 após inibição por estímulo prévio (PPI). Em A, a apresentação de um 
estímulo sonoro de alta intensidade (120 dB) desencadeia uma resposta de sobressalto no animal com 
grande amplitude. Em B, a amplitude do reflexo diminui após o estímulo sonoro desencadeante ser 
precedido por um estímulo 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 Labirinto em Y  

A memória de trabalho foi avaliada por meio de um teste de Labirinto em 

Y, que permite avaliar o comportamento cognitivo exploratório. O labirinto consiste 

em 3 braços idênticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura 

cada convergindo a um ângulo igual. Cada camundongo foi colocado na 

extremidade de um braço e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A 

sequência dos braços em que os animais entram foi então anotada e as informações 

analisadas de forma a determinar o número de entradas no braço sem repetição. 

Uma alternação foi considerada correta se o animal visitar um novo braço e não 

retornar ao braço anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternações foi 

calculada como a razão entre as alternações corretas (n) e o número de visitas 

realizadas durante o período de observação (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 memória de reconhecimentos de objetos é a capacidade de discriminar 

entre os objetos que tenham sido previamente encontrados e objetos que não 

tenham. Roedores possuem uma tendência natural para gastar mais tempo 

explorando novos objetos que aqueles conhecidos. Após um período de 

reconhecimento de cinco minutos no campo aberto que foi realizado 24h antes do 

experimento, os animais foram submetidos a uma adaptação de cinco minutos a 

dois objetos de plástico semelhantes entre si que foram colocados em locais 

equidistantes um do outro. Em seguida, os animais foram retirados do campo aberto 

por um período de 2 minutos. Após esse período, os animais retornaram ao campo 

aberto, que agora possuía um dos objetos familiares e um novo objeto que possuía 

cor e forma diferentes. No teste foram registrados os seguintes parâmetros: tempo 

gasto para explorar cada objeto (novo e familiar), sendo considerado exploração 

quando o animal ficou com o focinho até 0,5 cm do objeto. A principal medida foi a 

razão de discriminação 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 + tfamiliar) (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). 
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FIGURA 11. Esquema do experimento reconhecimento de objetos. FONTE: Arquivo pessoal. 

 

 

4.4.5  Teste de Interação Social  

Os animais foram inseridos em um aparato de acrílico (60 × 40 cm) 

dividido em três compartimentos. Em um dos compartimentos da lateral havia uma 

gaiola de ferro contendo um animal do mesmo sexo e idade (câmara social), na 

outra lateral havia uma gaiola de ferro sem animal em seu interior (câmara oposta) e 

no meio a caixa ficará livre. Os animais foram inseridos na câmara 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 número total de entradas na câmara com 

animal (NECS).  
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FIGURA 12.  Foto do aparelho do experimento de interação 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 diâmetro, a 25 cm acima do chão, a qual esteve em 

rotação a 12 rpm. Para cada animal, foram registrados o número de quedas e o 

tempo de permanência sobre a barra por 1 min (DUNHAM; MIYA, 1957). Antes da 

administração do BEN ou da água destilada para o grupo controle, os animais foram 

submetidos a um pré-teste para excluir do tratamento aqueles animais que já 

apresentavam um déficit motor. 

 

 

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: Análise Neuroquímica 

 

4.5.1 Determinação da concentração de monoaminas e seus metabólitos com 

HPLC em Corpo Estriado 

Para a determinação dos níveis de catecolaminas foi utilizado o 

equipamento de HPLC (Cromatografia Líquida de Alta Performance). Na 

cromatografia líquida clássica, um adsorvente (alumina ou sílica) é empacotado em 

uma coluna e é eluído por um líquido ideal (fase móvel). Uma mistura para ser 

separada é introduzida na coluna e é carreada através da mesma por um líquido 

eluente (fase móvel). Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido fracamente 

pela superfície da fase sólida estacionária, ele atravessará a coluna mais 

rapidamente que um outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. Então, a 

separação dos solutos é possível se existem diferenças na adsorção pelo sólido. Os 

detectores eletroquímicos medem a condutância do eluente ou a corrente associada 

com a oxidação ou redução dos solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro 

caso, os solutos devem ser iônicos e no segundo caso, os solutos devem ter a 

característica de serem relativamente fáceis de oxidarem ou reduzirem. 

Detectores eletroquímicos que medem corrente associada com a redução 

ou oxidação de solutos são 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 eletroquímicas envolvem 

a aplicação de um potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vítreo), 

oxidação da substância que está sendo estudada próximo à superfície do eletrodo 

seguindo a amplificação e medida da corrente produzida. As catecolaminas são 

oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a 

liberação de dois elétrons.     

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em ácido perclórico (HClO4) 

1% e centrifugados por 15 minutos em centrífuga refrigerada (4ºC) a 15.000 rpm. A 

amostra foi filtrada e uma alíquota de 20 µL do sobrenadante foi, então, injetada no 

equipamento de HPLC, para a análise química.  

Para a análise das catecolaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com 

comprimento de 250 mm, calibre 4,6 mm e de partícula de 5 µm, da 

ThermoScientific, foi utilizada. A fase móvel utilizada foi composta por tampão ácido 
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cítrico 0,163 M, pH 3,0, contendo ácido octanosulfônico sódico(SOS) 0,69 M, como 

reagente formador do par iônico, 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, Japão) pela oxidação em 

um eletrodo de carbono vítreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referência 

de Ag-AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984). 

 

4.5.2 Determinação das concentrações do Fator Neurotrófico Derivado do 

Cérebro (BDNF) em corpo estriado e hipocampo após tratamento de dose 

repetida com BEN 

 

Após homogeneização das áreas cerebrais a 20 volumes com tampão 

PBS pH 7,4 adicionado de inibidores de protease (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA). 

O nível de BDNF de cada amostra foi quantificado por ensaio imunoenzimático 

(ELIZA; R&D Systems, USA) de acordo com as instruções 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 astrocitárias corticais imortalizadas foram gentilmente cedidas 

pela Professora Dra. Soraya Smaili Soubhi (Laboratório de Sinalização de Cálcio e 

Morte Celular - Universidade Federal de São Paulo). A linhagem de células 

astrocitárias transformadas foi mantida e tratada no Laboratório de Cultivo Celular 

(LCC) do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Universidade 

Federal do Ceará sob a coordenação da Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins. 

As células foram cultivadas em Meio DEMEM suplementado com soro 

bovino fetal (10%), antibióticos (100.000U/mL de penicilina, 10mg/mL 

estreptomicina), incubadas em estufa a 37ºC, atmosfera de 95% de umidade e 5% 

de CO2. A cada três dias a metade do meio de cultura foi trocada por um novo meio.  

 

 

 



57 
 

4.6.2 Avaliação do efeito citotóxico do BEN através do ensaio com MTT 

Os astrócitos foram tratados com BEN nas concentrações de 3,1 µg/mL, 

6,2 µg/mL, 12,5 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL por um período de 12 ou 

24 horas. Após os tratamentos das células, o substrato da cultura foi retirado e então 

adicionado 10µL de 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difeniltetrazólico (MTT) dissolvido em 

PBS (500μg/mL). Este método baseou-se na atividade metabólica de células viáveis, 

formando um produto colorido (sal de formazan, que é insolúvel em água). Após 

incubação por 4 horas à 37ºC em estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi 

removido e adicionado SDS (10%) em HCl 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 Avaliação do mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotóxico 

do BEN por citometria de fluxo 

Para esse teste, foi utilizado a IC50, IC50/2 e IC50x2 de BEN do período de 

incubação de 24horas. Nesse estudo, as células foram incubadas com BinsVT (100 

e 50 μg/mL) e PBS (controle negativo) por 24 horas em placas de 24 poços. Em 

seguida, o sobrenadante de cultivo foi removido e centrifugado a 2000 rpm por 5 

minutos para coleta de células em suspensão. 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 μL de tampão de ligação 

(Hepes/NaOH 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM, pH 7,4). As suspensões foram 

tratadas com solução de Anexina V-PE e 7-amino-actino-micina (7-AAD) (BD 

Pharmigen®, ambos na concentração final de 5μg/mL) por 15 minutos ao abrigo da 

luz. Por fim, as amostras foram centrifugadas, ressuspensas em 500 μL de tampão 

de ligação e analisadas em citômetro de fluxo (FACSCalibur®, BD Pharmigen) para 

contagem de células não-marcadas, marcadas unicamente com 7-AAD ou anexina 

V-PE ou marcadas duplamente. 
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4.6.4 Avaliação da via apoptótica envolvida com o efeito citotóxico do BEN 

através de imunofluorescência para caspase 8, caspase 9 e NFκB 

Para esse teste, foi utilizado a IC50 do período de incubação de 24horas. 

Para o ensaio de imunofluorescência, os astrócitos cultivados (1x105 células/mL) 

foram lavados (5 minutos) com solução salina tamponada com fosfato (PBS) e 

fixados em metanol arrefecido em gelo durante 10 min. Após a fixação, as células 

foram permeabilizadas e bloqueadas através de incubação das mesmas em um 

tampão de permeabilização/bloqueio (0,25% de Triton X-100 e 1% de BSA em PBS) 

durante 1 h à temperatura ambiente.  As células foram então lavadas três vezes com 

tampão de lavagem (0,025% de Triton X-100, 0,2% de BSA em PBS) e incubadas 

com anticorpo primário diluído em tampão de lavagem para caspase-8 (1: 100), 

caspase-9 (1: 100) ou NFkBp65 (1 : 100) durante a noite a 4ºC. Em seguida, as 

células foram lavadas em tampão de lavagem e coradas com anticorpos secundário 

anti-coelho conjugado com Alexa488 (1: 500) a 37ºC durante 1 h. Seguindo o 

protocolo, os núcleos foram corados com DAPI. No final do protocolo de coloração, 

as células foram montadas em lâminas de vidro utilizando fluoromalt (DAKO). As 

imagens foram obtidas por meio de um microscópio confocal (LM 710, Zeiss, 

Alemanha), utilizando uma objetiva de 40x / NA 1.4. A intensidade de 

imunofluorescência (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 Análise estatística 

A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, 

versão 6.0 para Windows, expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Para os ensaios comportamentais e neuroquímicos foi utilizado o One-way ANOVA 

seguido por Student Newman Keuls. O ensaio comportamental de inibição pré-pulso 

utilizou o Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 

Para a análise do teste de MTT e da citometria de fluxo, utilizou-se o 

ANOVA seguido de Dunnet. Para a análise das imunofluorescências, utilizou-se o 

teste não-pareado Student's t-test. 

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

 

5.1 PROTOCOLO 1: Ensaios Comportamentais 

 

5.1.1 Campo Aberto 

Os parâmetros analisados nesse teste foram: atividade locomotora 

espontânea (ALE) e atividade de exploração 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 relação 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 relação ao tratamento de 7 dias, BEN na dose de 200mg/kg 

aumentou ALE em relação 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 

quando 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 espontânea (ALE) e 
rearing no teste do campo aberto após tratamento agudo. Controle (água 
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 análise estatística 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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TRATAMENTO 7 DIAS 
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FIGURA 15- Efeito de BEN sobre a atividade locomotora espontânea (ALE) e 
rearing no teste do campo aberto após tratamento de dose repetida de 7 dias. 
Controle (água 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 último dia. Os valores da figura representam a média ± EPM 
durante 5 min de experimento. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido 
por Student Newman Keuls. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle. 
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5.1.2  Inibição Pré-pulso (IPP) 

A análise dos dados do teste de Inibição 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 não apresentaram 

alteração significatica em ambos os períodos de tratamento. A análise post hoc pelo 

teste de Bonferroni revelou uma diminuição 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 comparação com animais controle, não havendo alterações 

significativas nos animais tratados com BEN 50 e BEN 100 em ambos os períodos 

de administração da droga. A figura 16 mostra os resultados desse experimento. 
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FIGURA 16 -Percentual de Inibição Pré-Pulso após o tratamento agudo ou de 7 
dias.Controle (água 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 último dia. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM. Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni foram utilizados para a 
análise. **p<0,01,***p<0,001quando comparados ao grupo controle. 
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5.1.3  Teste do Labirinto em Y  

Na figura 17, a análise de percentual de alternâncias corretas pelo teste 

do labirinto em Y mostrou que a administração de BEN nas três doses e em ambos 

os tratamentos conseguiu reduzir significativamente o número de alternâncias 

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-crônico. 
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FIGURA 17–Percentagem do número de alternâncias corretas no teste do 
labirinto em Y após tratamento agudo e de dose repetida por 7 dias de BEN 
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Controle (água destilada) e Benzidamina (BEN: 
50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral. No tratamento agudo, o 
experimento realizou-se 1h após as administrações. No tratamento de sete dias, o 
experimento foi realizado 1h depois do tratamento realizado no último dia. Os 
valores da figura representam a média ± EPM durante 8 min de experimento. Para 
análise estatística 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 memória de curto prazo. 

A administração de BEN nas três doses e em ambos os tratamentos conseguiu 

reduzir a memória 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-crônico.  A 

figura 18 mostra os resultados desse experimento. 
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FIGURA 18– Índice de Reconhecimento de objetos após tratamento agudo e de 
dose repetida por 7 dias com BEN nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Controle 
(água destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados 
por via oral. No tratamento agudo, o experimento realizou-se 1h após as 
administrações. No tratamento de sete dias, o experimento foi realizado 1h depois 
do tratamento realizado no último dia. Os valores da figura representam a média ± 
EPM. Para análise estatística 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 Interação Social 

 

No teste de interação social, BEN nas doses de 100 e de 200 mg/kg foi 

capaz provocar um isolamento social significativo visto pelos parâmetros 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. Não houve alteração 

significativa no parâmetro NECS (FIGURA 19). 

Já no tratamento de sete dias, somente a maior dose de BEN (200mg/kg) 

conseguiu causar um isolamento social significativo visto nos parâmetros 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. Não houve alteração 

significativa no parâmetro NECS (FIGURA 20). 
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FIGURA 19- Efeito de BEN no teste de Interação Social após tratamento agudo. 
Controle (água 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 
permanência na câmara social; TIS: Tempo de interação social; NECS: Número de 
entradas na câmara social. Para análise estatística 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 Interação Social após tratamento de 
dose repetida de 7 dias. Controle (água destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 
200 mg/kg) foram administrados durante 7 dias e o experimento foi realizado 1 hora 
depois da administração do último dia. Os valores da figura representam a média ± 
EPM durante 5 min de experimento. TPCS: Tempo de permanência na câmara 
social; TIS: Tempo de interação social; NECS: Número de entradas na câmara 
social. Para análise estatística 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 Rota rod 

 

No teste rota rod foi avaliado a atividade de coordenação motora, 

observando o número de quedas durante 60 segundos. BEN, em ambos os 

tratamentos e em todas as doses, não alterou significativamente o número 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–Número de quedas no teste do rota rod após tratamento agudo e 
de sete dias com BEN. Controle (água destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 
200 mg/kg) foram administrados por via oral. No tratamento agudo, o experimento 
realizou-se 1h após as administrações. No tratamento de sete dias, o experimento 
foi realizado 1h depois do tratamento realizado no último dia. Os valores da figura 
representam a média ± EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido 
por Student Newman Keuls. 
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5.2  PROTOCOLO 2: Análise Neuroquímica 

 

5.2.1  Determinação das concentrações de dopamina e seus metabólitos 

(DOPAC e HVA) no corpo estriado  

  

No tratamento agudo, BEN nas três doses administradas conseguiu 

reduzir os níveis de dopamina presentes no corpo estriado quando comparados ao 

grupo controle [Controle: 3,83x10-8 ± 2,95x10-9; 50mg/kg: 8,33x10-9 ± 9,57x10-10; 

100mg/kg: 3,39x10-9 ± 7,71x10-10; 200mg/kg: 2,63x10-9 ± 4,66x10-10]. Os níveis de 

DOPAC não foram alterados de forma significativa [CONTROLE: 1,37x10-8 ± 

1,17x10-9; 50mg/kg: 1,25x10-8 ± 5,81x10-10; 100mg/kg: 1,63x10-8 ± 1,78x10-9; 

200mg/kg: 1,30x10-8 ± 7,91x10-10]. Já os níveis de HVA foram aumentados 

significativamente nas três doses quando comparados ao grupo controle [Controle: 

3,01x10-9 ± 2,30x10-10; 50mg/kg: 6,11x10-9 ± 1,49x10-10; 100mg/kg: 7,15x10-9 ± 

6,58x10-10; 200mg/kg: 6,51x10-9 ± 8,83x10-10] (FIGURA 22).  

A taxa de renovação no tratamento agudo aumentou nas doses de 100 e 

200 mg/kg tanto para DOPAC como para HVA e para a taxa de metabolização total 

quando comparados ao grupo controle. A dose de 50mg/kg não apresentou 

diferença 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).  

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

reduzir os níveis de dopamina quando comparados ao grupo controle [Controle: 

4,02x10-8 ± 9,37x10-9; 50mg/kg: 2,53x10-8 ± 1,60x10-9], enquanto as outras doses 

não tiveram mudanças significativas [100mg/kg: 3,20x10-8 ± 3,30x10-9; 200mg/kg: 

3,90x10-8 ± 2,44x10-9]. DOPAC apresentou seus níveis elevados nas três doses em 

relação ao grupo controle [Controle: 1,22x10-8 ± 5,13x10-10; 50mg/kg: 3,29x10-8 ± 

2,07x10-9; 100mg/kg: 3,62x10-8 ± 2,39x10-9; 200mg/kg: 2,87x10-8 ± 2,19x10-9]. HVA, 

assim como o DOPAC, apresentou níveis elevados após tratamento com as três 

doses de BEN quando comparados ao grupo controle [Controle: 5,40x10-9 ± 6,72x10-
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10; 50mg/kg: 1,02x10-8 ± 8,33x10-10; 100mg/kg: 1,37x10-8 ± 5,50x10-10; 200mg/kg: 

1,24x10-8 ± 1,20x10-9] (FIGURA 24). 

A taxa de renovação 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 

metabolização total quando comparados ao grupo controle. A dose de 200mg/kg não 

apresentou diferença 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 concentrações estriatais de dopamina, DOPAC e HVA. 
Controle (água destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram 
administrados por via oral 1 hora antes da retirada dos corpos estriados para análise 
em HPLC. Os valores da figura representam a média ± EPM. Para análise estatística 
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 renovação de DA. Controle (água destilada) e 
Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora 
antes da retirada dos corpos estriados para análaise em HPLC. Os valores da figura 
representam a média ± EPM. Para análise estatística 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 concentrações estriatais de dopamina, 
DOPAC e HVA. Controle (água 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 administração do último dia para análise em HPLC. Os 
valores da figura representam a média ± EPM. Para análise estatística 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 renovação de DA. Controle (água 
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 
administração do último dia para análise em HPLC. Os valores da figura 
representam a média ± EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido 
por Dunnet.***p<0,001; ***p<0,0001 quando comparado ao grupo controle. 
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5.2.2 Determinação das concentrações de serotonina e seu metabólito (5-HIAA) 

no corpo estriado  

  

No tratamento agudo, BEN nas três doses administradas conseguiu 

reduzir os níveis de serotonina presentes no corpo estriado quando comparados ao 

grupo controle [Controle: 1,40x10-9 ± 1,48x10-10; 50mg/kg: 6,15x10-10 ± 9,50x10-11; 

100mg/kg: 3,67x10-10 ± 1,54x10-10; 200mg/kg: 5,28x10-10 ± 1,62x10-10]. Os níveis de 

5-HIAA também foram reduzidos após o tratamento com BEN nas três doses 

quando comparados ao grupo controle [Controle: 3,74x10-9 ± 2,31x10-10; 50mg/kg: 

6,24x10-10 ± 6,13x10-11; 100mg/kg: 8,05x10-10 ± 8,78x10-11; 200mg/kg: 1,36x10-9 ± 

3,66x10-10] (FIGURA 26).  

A taxa de renovação no tratamento agudo diminuiu na dose de 50 mg/kg 

e não 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).  

Já no tratamento de 7 dias, BEN nas doses de 100 e 200 mg/kg 

conseguiu aumentar os níveis de serotonina quando comparadas ao grupo controle 

[Controle: 1,95x10-9 ± 3,54x10-10; 100mg/kg: 4,36x10-9 ± 3,15x10-10; 200mg/kg: 

5,89x10-9 ± 7,26x10-10]. A dose de 50 mg/kg, pelo contrário, não apresentou 

mudança significativa nos níveis de serotonina [2,26x10-9 ± 2,35x10-10]. Os níveis de 

5-HIAA foram aumentados após o tratamento com as três doses de BEN quando 

comparados ao grupo controle [Controle: 3,52x10-10 ± 1,10x10-10; 50mg/kg: 2,03x10-9 

± 3,18x10-10; 100mg/kg: 2,20x10-9 ± 2,42x10-10; 200mg/kg: 2,32x10-9 ± 2,42x10-10] 

(FIGURA 28).  

A taxa de renovação no tratamento de dose repetida diminuiu na dose de 

50 mg/kg e não 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 concentrações estriatais de serotonina (5-HT) e de ácido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA). Controle (água destilada) e Benzidamina (BEN: 50, 
100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora antes da retirada dos 
corpos estriados para análise em HPLC. Os valores da figura representam a média ± 
EPM. Para análise estatística 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 renovação de 5-HT. Controle (água destilada) e 
Benzidamina (BEN: 50, 100 ou 200 mg/kg) foram administrados por via oral 1 hora 
antes da retirada dos corpos estriados para análise em HPLC. Os valores da figura 
representam a média ± EPM. Para análise estatística 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 concentrações estriatais de serotonina 
(5-HT) e de 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Controle (água 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 administração do 
último dia para análise em HPLC. Os valores da figura representam a média ± EPM. 
Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls. 
**p<0,01; ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle. 
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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 renovação de 5-HT. Controle (água 
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 
administração do último dia para análise em HPLC. Os valores da figura 
representam a média ± EPM. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido 
por Dunnet. ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle. 
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5.2.3 Determinação das concentrações do Fator Neurotrófico Derivado do 

Cérebro (BDNF) em corpo estriado e hipocampo após tratamento de dose 

repetida com BEN 

 

As concentrações de BDNF no Corpo estriado apresentaram-se reduzidas 

após 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 não apresentou diferença 

significativa [682,5 ± 25,49] (FIGURA 30A). 

As concentrações de BDNF no hipocampo apresentaram-se reduzidas 

após 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 concentrações do Fator Neurotrófico 
derivado do cérebro (BDNF) no corpo estriado (A) e no hipocampo (B). Controle 
(água 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 
administração do último dia para análise das concentrações de BDNF. Os valores da 
figura representam a média ± EPM. Para análise estatística 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 Avaliação do efeito citotóxico do BEN através do ensaio com MTT 

Com o intuito de estudar o efeito de BEN sobre astrócitos, a substância foi 

incubada em diferentes concentrações com as células por um período de 12 ou 24 

horas. Em seguida foi realizado o ensaio de redução do MTT, que determina 

indiretamente a capacidade oxirredutora das células.  

Após 12 horas de incubação, todas as concentrações de BEN 

conseguiram diminuir significativamente a viabilidade celular em relação ao grupo 

controle, indicando um possível papel citotóxico. Um resultado semelhante foi 

encontrado após a incubação com BEN por 24 horas, diferindo apenas nas menores 

doses (3,1 e 6,2 µg/ml), onde houve uma diferença significativa maior em relação ao 

grupo controle no tratamento de 24 horas em relação ao tratamento de 12horas. A 

IC50 do tratamento de 12 horas foi de 20,73 µg/mL. Já a IC50 do tratamento de 24 

horas foi de 26,13 µg/mL (FIGURA 31). 
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Figura 31- Efeito de BEN sobre a viabilidade de astrócitos pelo método do MTT 
após 12 horas ou 24 horas de incubação. Os experimentos foram realizados em 
triplicata e os dados foram expressos média ± EPM. Para análise estatística foi 
utilizado ANOVA seguido de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao 
grupo controle. 
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5.3.2 Avaliação do mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotóxico 

do BEN por citometria de fluxo  

Com o objetivo de identificar alterações celulares indicativas de necrose 

e/ou apoptose induzidas por BEN, as células tratadas por 24 horas com a IC50 

(26,13 µg/mL), 2xIC50 (52,26 µg/mL), IC50/2 (13,06 µg/mL) de BEM e, logo após o 

tratamento, foram submetidas ao protocolo de marcação por 7-AAD e anexina V-PE. 

No ensaio realizado com BEN, os resultados encontrados mostram a ativação 

principalmente da via apoptótica (maior marcação com anexina V-PE) de morte 

celular. Houve a presença de eventos necróticos (células marcadas com 7-AAD), 

porém em menor intensidade. (FIGURAS 32 e 33). 
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                              IC50 (26,13 µg/mL)                                                            IC50x2 (52,26 µg/mL)

 

 

 

Figura 32- Citometria de Fluxo para a avaliação do tipo de morte celular 

envolvido na citotoxicida de BEN após 24 horas de incubação com as doses 

IC50/2 (13,06 µg/mL), IC50 (26,13 µg/mL) e IC50X2 (52,26 µg/mL). Representação da 

marcação simultânea de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: 

células viáveis (não-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 - Quantificação do tipo de morte envolvido na citotoxicidade de BEN 

após 24 horas de incubação com as doses IC50/2 (13,06 µg/mL), IC50 (26,13 

µg/mL) e IC50X2 (52,26 µg/mL) através do experimento da Citometria de Fluxo. 

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados expressos como 

percentagem de eventos ± EPM. Para análise estatística, foi utilizado ANOVA 

seguido de Dunnet *p<0,05 em relação ao grupo controle. Ax-: ausência de 

marcação para Anexina V-PE; Ax+: presença de marcação para Anexina V-PE; 

7AAD-: ausência de marcação para 7-amino-actino-micina; 7AAD+: presença de 

marcação para 7-amino-actino-micina. 
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5.3.3 Avaliação da via apoptótica envolvida com o efeito citotóxico do BEN 

através de imunofluorescência para caspase 8, caspase 9 e NFκB 

 

Os resultados da imunofluorescência mostraram que houve um aumento 

expressivo na intensidade de imunofluorescência da enzima caspase 8 [14,13 ± 

0,77] em relação ao grupo controle [3,51 ± 0,13] (FIGURAS 34 e 35). Não houve 

diferença significativa na intensidade de imunofluorescência para caspase 9 [7,08 ± 

0,48] em relação ao grupo controle [6,32 ± 0,33] (FIGURAS 36 e 37). 

NFκB, um fator de transcrição ativado principalmente pela via extrínseca 

da apoptose, mostrou um aumento expressivo na intensidade de imunofluorescencia 

[26,27 ± 2,26] em relação ao grupo controle [4,45 ± 0,47] (FIGURAS 38 e 39). 
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Figure 34 - Dupla coloração por imunofluorescência de culturas de astrócitos 

corticais para caspase-8 e DAPI após tratamento de 24h com BEN. Imagens 

representativas mostrando dupla marcação para caspase-8 (verde) e DAPI (azul) em 

celúlas astrocitárias corticais com nenhum tratamento (controle) ou após tramento 

com a IC50 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 expressão para 

caspase-8. 
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Figure 35. Quantificação da intensidade de imunofluorescência (IF) para 

caspase-8 em culturas de astrócitos corticais após tratamento de 24h com 

BEN. Os experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como 

intensidade de IF ± EPM. Análise estatística foi feita utilizando Student's t-test. *** p 

<0.001 comparado ao grupo controle. 
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Figure 36. Dupla coloração por imunofluorescência de culturas de astrócitos 

corticais para caspase-9 e DAPI após tratamento de 24h com BEN. Imagens 

representativas mostrando dupla marcação para caspase-9 (verde) e DAPI (azul) em 

celúlas astrocitárias corticais com nenhum tratamento (controle) ou após tramento 

com a IC50 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. Quantificação da intensidade de imunofluorescência (IF) para 

caspase-9 em culturas de astrócitos corticais após tratamento de 24h com 

BEN. Os experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como 

intensidade de IF ± EPM. Análise estatística foi feita utilizando Student's t-test.  
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Figure 38. Dupla coloração por imunofluorescência de culturas de astrócitos 

corticais para NFκB p65 e DAPI após tratamento de 24h com BEN. Imagens 

representativas mostrando dupla marcação para NFκB p65 (verde) e DAPI (azul) em 

celúlas astrocitárias corticais com nenhum tratamento (controle) ou após tramento 

com a IC50 de 24h de BEN. A cultura representando o grupo controle mostrou 

reatividade apenas para DAPI e escassa reatividade para NFκB p65. Em contraste, 

a cultura tratada com a IC50 de 24hde BEN mostrou acentuada expressão para 

NFκB p65. 
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Figure 39. Quantificação da intensidade de imunofluorescência (IF) para NFκB 

p65 em culturas de astrócitos corticaisapós tratamento de 24h com BEN. Os 

experimentos foram realizados em triplicate e os dados expressos como intensidade 

de IF ± EPM. Análise estatística foi feita utilizando Student's t-test. *** p <0.001 

comparado ao grupo controle. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Benzidamina, um antiinflamatório inicialmente de venda livre, passou a 

ser utilizado pelos jovens por seus efeitos não terapêuticos como de causar 

alucinações e psicoses, tornaram esta droga, por este motivo, posteriormente, de 

venda controlada pela ANVISA. Esses relatos despertaram o interesse do presente 

trabalho na investigação dos efeitos centrais de BEN e seu potencial citotóxico 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 exploração dos 

animais. Os movimentos locomotores são os deslocamentos entre um ponto a outro 

da arena (ALE). Os movimentos de exploração ou não locomotores são aqueles que 

o animal pode realizar sem a necessidade de deslocamento, como por exemplo, 

elevação vertical (rearing). Em experimentos com roedores, estes comportamentos 

são essenciais para compreender o efeito de diferentes drogas psicoestimulantes e 

ansiolíticas (MACIEL; LIMA; SOUSA, 2015). 

O aumento da ALE após administração aguda de BEN, em todas as 

doses, sugere um efeito similar causado por outras drogas de abuso, já bem 

conhecidas como psicoestimulantes, tais como cocaína, anfetamina, entre outras. 

De fato, pesquisadores mostraram, por exemplo, que anfetamina, em baixas 

doses,aumenta a ALE,  efeito este associado com comportamentos exploratórios 

(ELLINWOOD, 1980; IVERSEN, 1975) e cujo aumento é considerado ser mediado, 

principalmente, pelo sistema dopaminérgico mesolímbico. Estudos posteriores 

mostraram que diferenças individuais na resposta locomotora induzidas pela 

administração de outra droga de abuso, como a cocaína, parecem estar diretamente 

relacionadas à diferenças na taxa de metabolização da dopamina (MITTLEMAN, 

2005). 

Entretanto, não é somente o sistema dopaminérgico que está relacionado 

à atividade locomotora. Alguns estudos mostraram que o sistema serotoninérgico 

desempenha um papel de modulação inibitória no efeito da anfetamina sobre a 

atividade locomotora, visto que lesões nos núcleos das rafe no mesencéfalo, 
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aumentaram a estimulação dessa atividade causada por essa droga (COSTALL; 

NAYLOR, 1974; NEILL; GRANT; GROSSMAN, 1972; TAYLOR, 1975). 

É bem estabelecido que dopamina (DA) e serotonia (5-HT) exibem 

interações complexas e extensas, especialmente dentro do gânglio basal (ALEX; 

PEHEK, 2007). A atividade do estriado, que é uma região de integração sensório-

motor-límbico do gânglio basal que controla a atividade locomotora e de exploração 

vertical em roedores, é modulada por diversos fatores, em particular as projeções 

dopaminérgicas e serotoninérgicas decorrentes do mesencéfalo central e do tronco 

cerebral (GEYER, 1996). 

O mesencéfalo central, onde os corpos celulares dopaminérgicos estão 

localizados, recebe as maiores inervações serotoninérgicas do cérebro (HERVÉ et 

al., 1987) e os receptores de 5-HT regulam a atividade da DA e do GABA nessa 

região (O’DELL; PARSONS, 2004; PESSIA et al., 1994). Também existe uma forte 

projeção serotoninérgica para o estriado, o que fornece uma regulação pré-sináptica 

desse neurotransmissor na liberação de DA (ALEX; PEHEK, 2007). 

Vários estudos provaram que, excetuando a ativação dos receptores 5-

HT2A e 5-HT3, o sistema serotoninérgico exerce, de forma geral, um efeito de 

modulação inibitória sobre a ALE e exploração vertical (BROOKSHIRE; JONES, 

2009). De forma inversa, a ativação do sistema dopaminérgico exerce um aumento 

na ALE e na exploração vertical (CHOLERIS et al., 2011; FLORIN et al., 1996). O 

quadro 1 mostra um esquema resumindo, de forma geral (excetuando ativação dos 

receptores 5-HT2A e 5-HT3), os efeitos dos neurotransmissores DA e 5-HT em alguns 

dos parâmetros avaliados pelo campo aberto. 

 

QUADRO 1. Esquema geral dos efeitos da transmissão dopaminérgica (DA) e serotoninérgica 
(5-HT) nos parâmetros avaliados no teste do campo aberto em estriado. 
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O aumento na atividade locomotora em todas as doses causado por BEN 

durante a administração aguda pode provavelmente ser consequência da depleção 

dos níveis de 5-HT e aumento da taxa de renovação da DA observados no presente 

estudo. De fato, outros pesquisadores observaram que um aumento da taxa de 

renovação 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 não ter alterado a atividade 

locomotora pode ser devido a um provável equilíbrio entre os efeitos antagônicos 

ocasionados pelo aumento da taxa de renovação da DA e aumento dos níveis de 5-

HT. Entretanto, o aumento da ALE observado na maior dose (200mg/kg), sem a 

detecção de alteração dos níveis de dopamina, mas  com aumento de serotonina 

sugere investigações posteriores. 

Com relação ao parâmetro de exploração vertical (rearing), no tratamento 

agudo, os achados comportamentais encontrados corroboram com os achados 

neuroquímicos dos níveis 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 somatório dos efeitos causados pela diminuição de 5-HT e aumento 

da taxa de renovação da DA. Entretanto, a não alteração do rearing na dose de 

200mg/kg necessita de posterior investigação. 

A diminuição do rearing após o tratamento de dose repetida sugere que 

esse efeito provavelmente foi condicionado pelo aumento da transmissão 

serotoninérgica provocado pelo uso contínuo de BEN (BROOKSHIRE; JONES, 

2009). 

Com base nos relatos de efeitos psicóticos causados por BEN, em 

seguida foi realizado o teste de Inibição pré-pulso. A literatura descreve bem que a  

inibição do sobressalto por estímulos fracos (Inibição pré-pulso - IPP) é um fenótipo 

quantitativo hereditário (GREENWOOD et al., 2007) que está deficiente em muitas 

desordens psiquiátricas (BRAFF et al., 1978; SWERDLOW et al., 2008b). A resposta 

de IPP ao sobressalto representa um índice operacional do filtro sensório-motor e é 

demonstrado com confiabilidade tanto em humanos (GRAHAM, 1975) como em 

animais (HOFFMAN; ISON, 1980a).  

O filtro sensório-motor age como um protetor do processamento de 

informações, limitando a entrada de informações sensoriais e evitando a sobrecarga 

no processamento cortical e as conseqüentes alterações na percepção dos 
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estímulos (NORRIS; BLUMENTHAL, 1996). Alexander e colaboradores sugeriram 

quatro circuitos cortico-estriado-talâmico (CCET) que parecem atuar como filtros 

sensório-motores (ALEXANDER; DELONG; STRICK, 1986): motor, oculomotor, 

cognitivo e límbico. Tais circuitos atuam como o substrato neural que regula a 

transmissão de informações sensoriais, a interpretação do meio em tempo real e a 

seleção do comportamento mais adequado (NUSBAUM; CONTRERAS, 2004). 

Problemas no circuito CCET límbico estão relacionados a distúrbios associativos e 

alucinações (DREVETS et al., 1997; GRAYBIEL, 1997). Assim como nas 

psicopatologias, manipulações farmacológicas, em especial nas sinapses cortico-

estriatais, também afetam o filtro sensório-motor (WAN; SWERDLOW, 1996). 

Agentes farmacológicos com propriedades psicóticas e antipsicóticas em 

humanos também podem perturbar e potencializar a IPP em animais. Em ratos, a 

alteração da IPP por agonistas dopaminérgicos é revertida por antipsicóticos típicos 

e atípicos. Entretanto, somente os antipsicóticos atípicos são capazes de 

antagonizar a alteração da IPP causada por antagonistas NMDA e de serotonina 

(SWERDLOW; GEYER, 1998).   

A redução causada por BEN na maior dose, dos níveis de IPP nas três 

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 renovação 

da DA. Altos níveis da taxa de renovação da DA indicam maior requisição do mesmo 

e consequente maior metabolização. 

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 ocorrência de uma diminuição de IPP em ratos jovens tratados com 

anfetamina (MANDUCA et al., 2014). Outras drogas perturbadoras do SNC - sejam 

agonistas canabinóides, dopaminérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A/C), 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 alterações 

importantes na cognição e memória no presente trabalho, realizou-se os testes do 

Labirinto em Y e do Reconhecimento de Objetos após o tratamento com BEN nos 

animais, testes estes, que avaliam a cognição, especificamente a memória. 
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A memória pode ser definida como um processo de formação, conversão, 

evocação e apanhamento de diferentes informações. Alguns processos como: 

aquisição, consolidação, armazenamento, evocação e extinção compõem o ato de 

memorizar (CAMMAROTA et al., 2005). 

O teste do Labirinto em Y avalia o tipo de memória chamada de 

“operacional” ou de “trabalho”. Essa memória é um subtipo de memória declarativa 

onde ocorre um armazenamento temporário da informação utilizada para planejar 

uma ação futura. Trata-se de uma memória imediata que dura de frações a poucos 

segundos e não deixa “traços” ou não forma “arquivos”. Essa memória operacional 

envolve muitas partes diferentes do córtex cerebral (BADDELEY, 1992; SQUIRE; 

ZOLA, 1996). 

Já o teste do Reconhecimento de objetos avalia a memória de curto 

prazo. Essa memória engloba o tempo durante o qual a memória está sendo 

consolidada e convertida à memória remota, de longo prazo. Durante este tempo, a 

memória a curto prazo é vulnerável e sujeita a desaparecer (SQUIRE; ZOLA, 1996). 

O déficit cognitivo provocado por BEN em todas as doses e em ambos os 

períodos de tratamento no presente estudo, corrobora com outros estudos que 

mostram que o abuso de drogas está, em grande parte, associado com déficit 

cognitivo devido a mecanismos tóxicos ou por adaptação compensatória, sendo 

esse déficit, em algumas vezes, não permanente. Rogers e Robbins, por exemplo, 

revisaram os déficits neurocognitivos associados com muitas drogas de abuso, 

detalhando os níveis surpreendentes de comprometimento da memória ou da função 

fronto-executiva que pode ser encontrada nos dependentes (ROGERS; ROBBINS, 

2003).  

Outro estudo usando uma nova tarefa de tomada de decisão deixou claro 

que os 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 neuropatológicos 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 períodos de 

tratamento,  causou um déficit cognitivo em ambos Labirinto em Y e 

Reconhecimento de Objetos. Tais déficits também têm sido simulados pelo 
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tratamento crônico com cocaína em macacos (JENTSCH; TAYLOR, 1999). 

Posteriormente, Kantak e colaboradores mostraram que ratos que se auto-

administravam cronicamente com cocaína apresentavam déficits cognitivos de 

memória (KANTAK et al., 2005).  

No entanto, estudos posteriores sobre populações semelhantes de 

usuários de drogas usando o Teste neuropsicológico de Cambridge (Cantab) 

encontraram uma ampla gama de deficiências no planejamento visuo-espacial, 

memória de trabalho espacial, memória de reconhecimento visual, e aprendizagem 

(ERSCHE et al., 2006; ORNSTEIN et al., 2000). Esses déficits indicam que os 

comprometimentos são susceptíveis para envolver outros sistemas além do córtex 

orbitofrontal (ERSCHE et al., 2006; ORNSTEIN et al., 2000). 

A redução nos níveis de BDNF no hipocampo observada no presente 

trabalho pode explicar os efeitos de déficit cognitivo causados por BEN. O 

hipocampo, que é necessário para muitas formas de memória em humanos e 

animais, é um importante local de ação do BDNF e, de fato, dados da literatura 

mostram que há uma indução rápida e seletiva da expressão de BDNF no 

hipocampo durante a aprendizagem contextual (HALL; THOMAS; EVERITT, 2000). 

Nos seres humanos, a dependência de substâncias é acompanhada por 

prejuízos sociais. Isso afeta negativamente as relações pessoais e, se o indivíduo 

está em tratamento, afeta também relação com o psicoterapeuta, comprometendo 

assim a adesão ao tratamento (KLAUS GRAWE RUTH DONATI FRIEDERIKE 

BERNAUER, 1994; LEICHSENRING; RABUNG; LEIBING, 2004). Com base nestas 

considerações, foram investigadas  as alterações causadas por BEN no experimento 

de Interação social.  

O teste de interação social foi desenvolvido 25 anos atrás como o 

primeiro teste animal para ansiedade que se esforçou para utilizar fontes 

etologicamente relevantes de ansiedade e usar 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) 

quando 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 níveis de interação social em roedores têm sido usados para avaliar 

efeitos farmacológicos na ansiedade. Um aumento na interação social é indicativo 
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de efeito ansiolítico, ao passo que uma diminuição é induzida por drogas 

ansiogênicas (FILE; HYDE, 1978a; FILE; SETH, 2003). Atualmente, esse teste tem 

sido usado para estudar aspectos sociais da esquizofrenia em diversos modelos 

animais, e deficiências de desempenho social neste teste têm sido sugeridas 

modelar os sintomas negativos da doença (O’TUATHAIGH et al., 2010; SAMS-

DODD; LIPSKA; WEINBERGER, 1997; SAMS-DODD, 1995, 1998a, 1998b, 1998c).  

Entretanto, há uma razão para o uso extensivo desse teste para imitar os 

sintomas negativos do abuso de drogas em animais. Em primeiro lugar, a 

mensuração de interação social em animais é relativamente simples em comparação 

com outros sintomas negativos, como embotamento afetivo ou apatia. Esses 

sintomas são difíceis de mimetizar e até mesmo de identificar em animais, já que a 

falta de resposta à emoção evocada por estímulos em animais pode ser 

completamente independente da falta de emoção. Em segundo lugar, diferente de 

muitas tentativas frustradas de modelar os aspectos dos sintomas negativos, vários 

grupos foram capazes de mostrar com sucesso a inibição da interação 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 níveis de interação social, efeito semelhante ao ocorrido com outras 

drogas de abuso. A observação de manutenção da redução da interação com a 

maior dose no tratamento repetido, sem este efeito na dose de 100 mg/kg pode ser 

justificado possivelmente por uma neuroadaptação. 

Corroborando ainda com os resultados do presente trabalho, dados na 

literatura mostram que drogas psicoestimulantes no teste de interação social, 

usualmente desencadeiam efeitos ansiogênicos na forma de diminuição da interação 

social (CLEMENS et al., 2004; FILE; HYDE, 1978b; MICZEK; TIDEY, 1989; 

TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2014). Trabalho recente demonstrou 

que a administração aguda de metanfetamina provocou uma diminuição no 

comportamento social no teste de interação social (SLAMBEROVÁ et al., 2015) 

O último teste comportamental do presente estudo foi rota rod. Esse teste, 

entre vários outros que avaliam o desempenho motor, é um ensaio adequado para 

avaliação 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 vários fatores, tais como coordenação motora, aprendizado e 

resistência cardiopulmonar. Portanto este teste foi utilizado para descartar qualquer 

possível alteração motora que interferisse em experimentos comportamentais nos 

animais tratados com BEN. A ausência de efeito da droga em estudo no rota rod 

indica que BEN não causou qualquer interferência motora em todas as doses e em 

ambos os tratamentos, que pudesse afetar os demais comportamentos avaliados. 

A análise de dopamina e serotonina e seus metabólitos foi realizada após 

os 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 reforço de drogas de abuso. Esta noção reflete o fato 

de que a maioria das drogas de abuso aumenta a concentração de DA extracelular 

nas regiões límbicas, incluindo o núcleo accumbens (DI CHIARA; IMPERATO, 1988; 

KOOB; BLOOM, 1988). 

O papel no reforço postulado para a dopamina presente no estriado 

ventral foi fortalecido principalmente por estudos que demonstram que as qualidades 

de reforço de drogas psicomotoras estimulantes (como cocaína e anfetamina) e 

opiáceos são mediados pela suas capacidades de aumentar a neurotransmissão da 

dopamina no sistema mesolímbico (DI CHIARA; IMPERATO, 1988; KOOB; LE 

MOAL, 1997; ROBERTS et al., 1980; TAYLOR; ROBBINS, 1984). 

O fato de BEN ter aumentado a taxa de renovação da dopamina ajudou a 

esclarecer parte dos ensaios comportamentais anteriormente descritos. Essa taxa 

mostrou que houve uma maior requisição de dopamina pelo organismo devido à 

administração de BEN e, em seguida, um conseqüente aumento da metabolização. 

Drogas como a anfetamina também exibem a capacidade de aumentar a taxa de 

renovação da dopamina (MITTLEMAN, 2005). 

Apesar da dopamina ser, hoje, o principal neurotransmissor envolvido 

com abuso de drogas, muitos outros neurotransmissores possuem modulação no 

reforço causado pelas mesmas, sendo a serotonina considerada de relevância 

significativa. O uso recreativo do derivado da anfetamina, 

metilenodioximetanfetamina (MDMA; "Ecstasy"), tornou-se um problema de saúde 

pelo fato de estudos em animais terem sugerido que o seu mecanismo da ação 

comportamental agudo em casos de abuso estar provavelmente relacionado com a 

sua capacidade em causar uma liberação maciça e rápida no cérebro do 
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neurotransmissor serotonina, enquanto que a síndrome disfórica após a retirada da 

droga pode ser explicado por uma depleção de serotonina (WHITE et al., 1996). 

De forma contrária aos níveis de serotonina encontrados após o uso de 

MDMA, BEN causou, de forma aguda, depleção dos níveis de serotonina, sendo 

esse resultado capaz de corroborar com os testes comportamentais, visto que 

pesquisadores mostraram que a serotonina exerce, de forma geral (excetuando 

ativação dos receptores 5-HT2A e 5-HT3), um efeito de modulação inibitória sobre a 

ALE e exploração vertical (BROOKSHIRE; JONES, 2009).  

Como descrito anteriormente, o uso repetido de BEN causou déficit 

cognitivo. Isto, levou-nos, no presente trabalho, a avaliação dos efeitos do BEN nos 

níveis de BDNF em corpo estriado e hipocampo de ratos. 

Pertencente à família das neurotrofinas, BDNF está diretamente envolvido 

no crescimento neuronal e sináptico. É vital para o desempenho cognitivo a curto 

prazo e para as adaptações 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 níveis dessa neurotrofina  no hipocampo e 

estriado de ratos após a administração de dose repetida de BEN podem estar 

envolvidos no déficit cognitivo causado pelo uso repetido da droga.  

Em prol de investigar algum possível efeito deletério de BEN no SNC, 

realizou-se testes de toxicidade in vitro em astrócitos. A escolha de estudar essa 

célula glial vem do fato da mesma participar de uma variedade de mecanismos 

moleculares (exocitose, transportadores de membrana ou difusão através de canais) 

através da secreção de numerosos neurotransmissores, neurohormonios e fatores 

tróficos (MALARKEY; PARPURA, 2008; PARPURA; GRUBIŠIĆ; VERKHRATSKY, 

2011) que regulam a formação e manutenção das transmissões sinápticas, 

sincronização das redes neuronais e de sinais para outras células (micróglia, 

oligodentrócitos, células endoteliais, entre outras) (MAGISTRETTI, 2006; RANSOM, 

2012; VERKHRATSKIĬ; BUTT, 2013). 

O estudo da toxicidade in vitro iniciou-se com o teste do MTT. Nesse 

teste, células viáveis com metabolismo ativo convertem o MTT em um produto de 

cor púrpura chamado formazan. Quando as células encontram-se em processo de 

morte, elas perdem a habilidade de converter o MTT em formazan, sendo, então, a 

formação de cor um marcador útil e conveniente somente para as células viáveis. O 

mecanismo celular exato da redução do MTT em formazan não é bem conhecido, 
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mas provavelmente envolve uma reação com NADH ou moléculas redutoras 

similares que transferem elétrons para MTT (RISS et al., 2013). 

Com o objetivo de mensurar a IC50 foram utilizadas no experimento várias 

doses de BEN que partiam de concentrações muito baixas até concentrações muito 

altas. Os resultados após o tratamento das células com BEN foram semelhantes 

durante a incubação com 12h e com 24h e apresentaram ICs50 bem próximas. BEN 

reduziu significativamente a viabilidade celular dos astrócitos em todas as doses 

estudadas. Baseados nestas informações o próximo passo foi procurar esclarecer o 

mecanismo citotóxico 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 é uma tecnologia baseada em laser e é usada para 

medir as características de partículas biológicas. A tecnologia é usada para realizar 

medições em células inteiras, bem como em preparado de constituintes celulares, 

tais como núcleos e organelas. O princípio subjacente à citometria de fluxo é que a 

luz é dispersada e fluorescências são emitidas como luz a partir da fonte de 

excitação que atinge as partículas que se deslocam. A dispersão de luz e de 

fluorescência é medida para cada partícula individual que passe pela fonte de 

excitação. Esta tecnologia única e poderosa é uma ferramenta importante para 

muitas disciplinas científicas, porque permite a caracterização de células ou 

partículas dentro de uma amostra. Citometria de fluxo é particularmente importante 

para as investigações biológicas, pois permite o exame qualitativo e quantitativo de 

células inteiras e constituintes celulares que tenham sido marcados com uma grande 

variedade de reagentes disponíveis comercialmente, tais como corantes e 

anticorpos monoclonais (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999). 

Nesse teste, foi utilizado a IC50, a IC50/2 e a IC50x2 do período de 

incubação de 24h para investigar se a morte celular astrocitária induzida por BEN 

era causada por apoptose ou necrose. BEN induziu morte celular, e esta ocorreu 

predominantemente pela via apoptótica. A via necrótica também foi ativada, porém 

de forma secundária como conseqüência da apoptose. 

Os resultados obtidos com BEN causando morte celular 

predominantemente pela via apoptótica, corrobora com dados da literatura que 

descrevem que apoptose é conhecidamente ativada por drogas de abuso como 

parte de seus mecanismos citotóxicos. Por exemplo, pode-se citar a neurotoxicidade 
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da cocaína que tem sido associada com indução de apoptose, assim como ativação 

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 liberação do citocromo c no citosol (CUNHA-OLIVEIRA et al., 2006; 

IMAM et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2003), dentre outros. 

 Já se sabe também que o abuso de álcool ativa a via apoptótica, sendo 

essa via ligada às suas propriedades antagonistas de receptores NMDA 

glutamatérgicos e agonistas GABAa. Outras drogas de abuso, como fenciclidina, 

quetamina, benzodiazepínicos e barbitúricos, também ativam a apoptose (OLNEY, 

2014). 

Após esses experimentos que confirmaram a citotoxicidade de BEN 

principalmente pela ativação da apoptose, resolveu-se investigar qual a principal via 

desse mecanismo de morte é ativada pela droga em estudo. 

 Existem duas principais vias de sinalização apoptóticas. A via dos 

receptores de morte (extrínseca) e a via mediada por mitocôndria (intrínseca). A via 

extrínseca é iniciada por receptores de morte expressos na superfície celular 

pertencentes à superfamília do fator de necrose tumoral. Uma das vias centrais 

dessas via de apoptose é iniciada por citocinas como o fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α), Fas ligante (FasL) e o ligante indutor de apoptose relacionado ao tumor de 

necrose tumoral-α (TRAIL). Uma vez que o receptor é ativado, ele se oligomeriza, 

recruta proteínas adaptadoras intracelulares e forma complexos, enquanto FADD 

(proteína contendo o domínio de morte) é recrutado por sinalização de Fas.  

Os complexos recrutam um ou mais membros da família 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 número de substratos intracelulares que culminará com as 

alterações morfológicas da apoptose (ELUMALAI et al., 2012; JENDROSSEK et al., 

2013; OUYANG et al., 2012). 

A via intrínseca pode ser iniciada por fármacos anti-cancerígenos, retirada 

do fator de crescimento, hipóxia ou através da indução de oncogenes. Estes 

estímulos induzem a permeabilização da membrana mitocondrial externa e ativa a 

via mitocondrial. A via mitocondrial está envolvida pela liberação de fatores 

apoptogênicos como citocromo c do espaço intermembranar mitocondrial para o 

citosol. Essa libertação de citocromo c para o citosol desencadeia a ativação da 
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caspase-3 através da formação 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 marcações por 

imunofluorescência para caspase-8 e para caspase-9 na cultura de células 

astrocitárias após a incubação com BEN para investigar as vias extrínseca e 

intrínseca, respectivamente. Os resultados mostraram que a via pela qual BEN ativa 

a apoptose é a extrínseca. 

 Muitas drogas de abuso são conhecidas por induzirem a morte celular 

programada. Chen e colaboradores verificaram que a metanfetamina, em cultura de 

neurônios PC12, ativa a via intrínseca da apoptose e aumenta os níveis do fator de 

transcrição p53, fator essa ativado principalmente em conseqüência a danos ao 

DNA (CHEN et al., 2016). Outras pesquisas mostram que a cocaína induz apoptose 

em cultura primária de neurônios estriatais e do mesencéfalo (LEPSCH; PLANETA; 

SCAVONE, 2015) e em cultura de neurônios PC12, possivelmente pela via 

extrínseca (LEPSCH et al., 2009), assim com BEN. Bai e colaboradores verificaram 

que a cetamina ativa a via intrínseca da apoptose em cultura de células 

embrionárias humanas (BAI et al., 2013). 

  Em seguida, foi realizada a imunofluorescência para NFκB porção p65. 

NFκB é um fator de transcrição composto por cinco membros (p50, p52, p65/RelA, c-

Rel e Rel B) que pode se combinar de diversas formas e formar dímeros 

transcripcionais ativos, sendo o dímero p50-p65  o mais comum dentre as diversas 

combinações possíveis (KUO et al., 2012). Esse fator de transcrição é ativado em 

resposta ao estresse celular (estímulos pró-inflamatórios) que está envolvido na 

regulação da apoptose.  

Dependendo do tipo celular e do agente apoptótico, NFκB pode mediar ou 

prevenir a apoptose (HOFFMANN; BALTIMORE, 2006; MATTSON; MEFFERT, 

2006; MUNHOZ et al., 2006). Esse fator de transcrição pode ser encontrado em uma 

grande variedade de tipos celulares, incluindo neurônios e microglia 

(KALTSCHMIDT et al., 1994). NFκB, membro comprometido da família de proteínas 

Rel/NFκB, forma homo ou heterodímeros através da combinação das subunidades 

p65 (ou RelA), p50, p52, cRel ou RelB. É constitutivamente expresso no citoplasma, 

onde é ligado ao IκB, uma proteína que mascara o sinal de localização nuclear de 

NFκB retendo-o no citoplasma (GHOSH; MAY; KOPP, 1998).  
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Indutores de NFkB agem através de cascatas de sinalização intracelular 

que ativam as cinases IkB (IKKs), as quais fosforilam duas serinas N-terminais 

específicas de IkBα resultando na poliubiquitinação de IkBα e degradação no 

proteassoma 26S (GHOSH et al., 2002). Quando IκBα é degradado, NFκB 

(principalmente a porção p65) migra para o núcleo e modula a transcrição de genes 

alvo envolvidos na morte celular. A fosforilação da serina na posição 536 da porção 

p65 de NFκB torna essa mesma porção ativa e responsável pela transcrição gênica.  

Uma das principais formas de ativar NFκB é pela ativação da enzima 

caspase-8 (CHAUDHARY et al., 2000; LEMMERS et al., 2007; SHIKAMA; YAMADA; 

MIYASHITA, 2003). Por causa disso, para confirmar a ativação da via extrínseca da 

apoptose por BEN, realizou-se a marcação das células astrocitárias por 

imunofluorescência para NFκB p65 fosforilado, ou seja, ativado.   

O presente trabalho mostrou que a incubação das células com BEN 

aumentou a expressão de NFκB p65 fosforilado, reforçando a hipótese de que esta 

droga causa citotoxicidade por meio da ativação da via extrínseca da apoptose. 

Dados da literatura mostram que a administração crônica de cocaína também 

induziu a ativação de NFκB no núcleo 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-inflamatório benzidamina e potencial efeito citotóxico estes 

comuns em drogas de abuso, já descritos na literatura.  
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114 
 

 

7 CONSIDERAÇÕES 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 citotóxico em cultura de astrócitos corticais. 

Os achados foram:  

 Testes comportamentais: 

1. Aumentou a atividade locomotora em ambos os períodos de 

tratamento; 

2. Aumentou rearing no tratamento agudo e diminuiu no tratamento de 

dose repetida; 

3. Diminuiu a inibição pré-pulso em ambos os períodos de tratamento; 

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

em ambos os períodos de tratamento; 

5. Causou isolamento social no teste de interação social em ambos os 

períodos de tratamento; 

6. Não alterou a atividade motora no teste do rota rod em ambos os 

períodos de tratamento; 

 

 Testes neuroquímicos: 

1. Dopamina: 

1.1 Agudo:  

 Diminuiu os níveis de dopamina; 

 Não alterou os níveis de DOPAC; 

 Aumentou os níveis de HVA; 

 Aumentou a taxa de renovação nas doses de 100 e 200mg/kg. 

1.2 Dose repetida: 

 Não alterou os níveis de dopamina; 

 Aumentou os níveis de DOPAC; 

 Aumentou os níveis de HVA; 

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

2. Serotonina: 
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2.1 Agudo:  

 Diminuiu os níveis de serotonina; 

 Diminuiu os níveis de 5-HIAA; 

 Não alterou a taxa de renovação. 

2.2 Dose repetida: 

 Aumentou os níveis de serotonina; 

 Aumentou os níveis de 5-HIAA; 

 Não alterou a taxa de renovação. 

3. BDNF: 

 Diminuiu os níveis de BDNF tanto em corpo estriado como em 

hipocampo. 

 

 Testes in vitro: 

1. MTT 

 Houve uma redução da viabilidade celular; 

2. Citometria de fluxo 

 A citometria mostrou que a citotoxicidade de BEN é causada 

devido à ativação da via apoptótica; 

3. Imunofluorescencia 

 Houve um aumento na expressão de caspase-8 e NFκB p65, 

mostrando ativação da via extrínseca da apoptose; 

 Não houve alteração na expressão de caspase-9. 
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8 CONCLUSÃO 

 

O cloridrato de Benzidamina (BEN), anti-inflamatório, 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 estão relacionados a  de alterações nos níveis de 

monoaminas e BDNF. BEN apresenta potencial efeito citotóxico  relacionado à 

ativação da via extrínseca da apoptose. 
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VERKHRATSKIĬ, A. N. (ALEKSEĬ 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.; RODRÍGUEZ, 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 I. 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.  

WALDORF, 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.  

 


